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En 1910, Fontés (de l'Institut Oswaldo Cruz, & Rio de Janeiro) 
annoncait qu’en filtrant sur bougie Berkefeld le pus, dilué dans 
leau physiologique, d’un ganglion caséeux de cobaye tubercu- 
lisé par des produits d’origine humaine il avait réussi a infecter 
d’autres cobayes avec le liquide qui avait passé a travers le 
filtre. Or ce liquide ne contenait ni bacilles, ni aucun autre 
élément colorable ou visible au microscope. Fontés observait 
toutefois que linfection ainsi réalisée par le filtrat de pus 
tuberculeux ne dépassait pas, tout d’abord, le stade d’engor- 
gement des divers groupes de ganglions lymphatiques, mais 
que la réinoculation de ces ganglions 4 de nouveaux cobayes 
faisait apparaitre des lésions ganglionnaires plus accentuées, 
dans lesquelles on trouvait des bacilles tuberculeux acido- 
résistants d’aspect normal. 

Bien que, dans ce filtrat centrifugé, il at pu découvrir 
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aucun autre élément visible au microscope, méme apres colo- 
ration au Ziehl, Fontes supposait que sa propriété de produire 
chez les animaux une tuberculose atypique devait étre attribuée 
aux granulations gramophiles qui avaient été vues et décrites 
dés 1885 par Babés d’abord, puis en 1895 par I. Strauss, et en 
1908 par H. Much. On supposait que ce pouvait étre des spores. 
Il ne s’agit en réalité que de petites masses protoplasmiques 
ayant les caractéres des /¢poides. 

La découverte de Fontés, accueillie par des sarcasmes, et 
n’ayant pu étre confirmée par les quelques savants qui tento- 
rent de la vérifier, tomba bientdt dans l’oubli. Son auteur lui- 
méme renonca & pousser plus avant ses recherches (1). 

Ce fut seulement en 1922 que A. Vaudremer (2), étudiant 
les variations de l’acido-résistance du bacille de Koch suivant 
les milieux dans lesquels on le cultive, fut conduit & conslater 
que, dans les cultures en milieux trés pauvres en matiéres 
azotées et privés de glycérine, par exemple dans un simple 
bouillon de pommes de terre, des formes alypiques et non 
acido-résistantes du bacille apparaissent en profondeur et que, 
parmi ces formes, il existe des éléments filtrables sur bougies 
Chamberland L3. 

Seul ou en collaboration avec Hauduroy (3), Vaudremer dit 
avoir obtenu, en partant de ces éléments filtrables, des cultures 
repiquables en séries sur milieu & lceuf, ou en eau peptonée 
et glycérinée. Ces cultures montraient des « filaments. anasto- 
mosés » et des grains de grosseur variable, colorables. par le 
violet de gentiane, mais non acido-résistants. Inoculées sous 
la peau du cobaye, elles produisaient des indurations. locales 
disparaissant en trois semaines, mais pas de tuberculose géné- 
ralisée. Par voie intraveineuse elles déterminaient une poly- 
adénite tardive, élendue a tout le systéme lymphatique; parfois 
des polyarthrites et, exceptionnellement, trois ou quatre mois 


(1) En juillet 1945, dans som « Etude de la Tuberculine » (Revue de la 
Tuberculese, 3° série, vol. 11, p. 314), A. Jousset écrit, a propos. de la pré- 
paration des filtrats de cultures tuberculeuses en bouillon non chauffées, que 
certains. essais lui ont prouvé que « les filtrations les phas correctement 
établies pouvaienl laisser passer des germes virulents ». Mais il n’en a pas 


poussé plus loin l'étude et il n’envisageait certainement pas les éléments: 


signalés par Fontes, auxquels il ne fait d’ailleurs aucune allusion. 
(2) La Médecine, 1922; Soe. de Biologie, 9 juin 1923, p. 80. 
(3) Soc. de Biologie, 22 décembre 1923; p. 1276. 
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plus tard, on -voyait apparaitre chez quelques animaux un gan- 
glion inguinal ou sous-maxillaire contenant un pus caséeux 
dans lequel existaient des granules libres ou en chainettes, 
acido-résistan!s, transformables en bacilles de Koch par ‘repi- 
quages successifs. 

Ces faits, tels qu’ils ont été décrits par Vaudremer, du moins 
en ce gui concerne ses cultures des éléments filtrables, n’ont 
pas pu étre vérifiés par nous. Nous ‘n’avons jamais obtenu, soit 
dans le bouillon de pommes de terre, soit dans l'eau peptonée 
avec ou sans glycérine, le moindre développement microbien 
apparent a partir des fillrats; et inoculation sous-cutanée ou 
intraveineuse de ces milieux, ‘préparés et ensemencés comme 
Vavait indiqué Vaudremer, n'a jamais déterminé Ja formation 
de nodules caséeux, ni d’engorgements ganglionnaires avec 
présence de bacilles authentiques. 

Dés avril 1923, nous avions résolu d’entreprendre des 
recherches sur ce sujet. L’un de nous (J. Valtis) devait‘d’abord 
refaire les anciennes expériences de Fontes. I] ne'tarda pas a 
démontrer la parfaite exactitude des résultats que le savant 
‘brésilien avait constatés treize années auparavant, et il apporta 
ubientot des preuves évidentes de l’existence de ce que nous 
avons appelé l’ultravirus tuberculeux (1), c’est-a-dire d’éléments 
virulents invisibles, filtrables & ‘travers les bougies de porce- 
Jaine poreuse, présents dans les crachats de‘phtisiques, dans le 
pus caséeux des tubercules, dans les produits de broyage 
dorganes tuberculeux, dans le sang circulant, dans diverses 
humeurs ‘ou exsudats des malades, et aussi (avec A. Boquet et 
L. Négre) dans les ‘voiles jeunes des cultures de bacilles de Koch 
en divers milieux artiliciels. 

‘Avec l’aide de toute l’équipe ‘des ‘travailleurs de ‘notre labo- 
ratoire, la collaboration de M. Lacomme, d’A. Saenz, et le pré- 
cieux concours ‘du ‘professeur A. Couvelaire, qui mit obligeam- 
ment a notre disposition les ressources de sa belle clinique 
Baudelocque, nous fimes conduits a découvrir que ces éléments 
filtrables du virus tuberculeux peuvent passer, pendant la 
gestation des femmes ou des femelles tuberculeuses, a tra- 


(1) Soc.,de Biologie, 1924, 12 janvier, p.19; 3 mai, p. 1130, et:ces Annales, 
juin 1924, p. 453. 
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vers le placenta, comme ils passent a travers les filtres en por- 
celaine poreuse, et infecter plus ou moins gravement les foetus. 

Nos expériences ont été répélées, vérifiées et étendues, depuis 
sept ans, par nous-mémes et par de si nombreux auteurs qu'il 
n'est plus possible d'en contester les résultats. Il parait done 
que le moment soit venu d’en faire la synthése et d’en dégager 
les conséquences qui obligent & modifier profondément les con- 
ceptions jusquici admises et enseignées partout sur Ja patho- 
eénie de linfection tuberculeuse. 


Il. — Technique de préparation des filtrats 
de produits tuberculeux et de cultures. 


La technique que nous avons employée pour la préparation 
des filtrats de produits tuberculeux(pulpe d’organes bacilliféres, 
crachats, pus, sang, exsudats, urine, lait)jet de cultures a été 
la suivante : 


1° Pure v’orcanes. — Les produits, finement broyés avec 
du sable stérile dans un mortier, sont émulsionnés dans une 
quantité variable d’eau physiologique (104 50 cent. cubes) et 
filtrés d’abord sur papier préalablement mouillé. Le liquide 
obtenu est fillré une premiére fois sur bougie Chamberland L2. 
Le filtrat est ensuite additionné de quelques gouttes d’une cul- 
ture de vingt-quatre heures de choléra des poules, puis filtré 
de nouveau sur une bougie L2 newve, stérile, sous une dépres- 
sion de 10 centimétres de mercure, en huit & dix minutes. 


2° CRACHATS ET PUS TUBERCULEUX. — La filtration des crachats 
et celle des pus tuberculeux sont toujours précédées d'une auto- 
lyse obtenue par un séjour de quarante-huit & soixante-douze 
heures a l’étuve & 37°. Les échantillons doivent étre délayés 
dans deux volumes d’eau physiologique stérile pour les cra- 
chats, ou dans cing volumes pour,le pus. 

La masse, dissociée par agitation (afin que le dépét se trouve 
convenablement émulsionné), est d’abord filtrée sur papier 
recouvert d'une mince couche de terre d'infusoires. Le liquide 
obtenu est additionné de quelques gouttes de culture de vingt- 
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quatre heures de choléra des poules, puis filtré sur bougie L2 
neuve comme il a été précédemment indiqué. 


3° Sane. — 30 cent. cubes de sang sont prélevés par ponction 
veineuse dans un tube contenant 2 c. c. 5 d’une solution de 
citrate de soude 410 p. 100. Le sang, ainsi rendu incoagu- 
lable, est centrifugé. Le culot obtenu est laqué par-addition 
d’eau distillée dans la proportion de 20 cent. cubes d’eau pour 
10 cent. cubes de sang. Lorsque l’hémolyse est achevée, on 
ajoute le plasma décanté, puis on jette sur du papier mouillé 
stérile. Le liquide recueilli est filtré une premiere fois sur bougie 
Chamberland L 2, additionné de quelyues gouites de culture 
de choléra des poules et filtré une deuxiéme fois sur bougie L2 
neuve, stérile. 


4° EXSUDATS, LIQUIDES PLEURAUX, URINE, LAIT. — Ces divers 
liquides sont simplement filtrés deux fois de suite sur bougies 
Chamberland L2, aprés addition de quelques goutles de cul- 
ture de choléra des poules, comme il a été dit ci-dessus. 


5° Cuttures. — Nous utilisons exclusivement les voiles 
jeunes, de six & huit jours, développés sur milieu synthétique 
de Sauton. Chaque voile est émulsionné, au moyen de billes de 
verre, dans 10 cent. cubes d’eau physiologique stérile, puis 
additionné de quelques gouttes de culture de vingt-quatre 
heures de choléra des poules, et filtré en huit & dix minutes sur 
bougie Chamberland L2 newve, sous une dépression de 20 cen- 
timétres de mercure. 

Immédiatement aprés la filtration, 1 cent. cube environ du 
liquide est ensemencé en bouillon Martin, en milieu Truche, 
sur gélose inclinée et en gélose Veillon (anaérobie). Si ces ense- 
mencements de contréle restent stériles aprés quarante-huit 
heures, les filtrats sont utilisés pour les inoculations. Ils restent 
virulents, selon l’un de nous (J. Valtis), pendant huit jours en 
glaciére et, d’aprés F. Arloing et Dufourt, pendant quarante- trois 
jours a la température du laboratoire, a Vabri de la lumiére. 

Méme apres centrifugation prolongée, l’examen microsco- 
pique ne permet d’y découvrir, avant ou aprés coloration, aucun 
élément visible, granulation ou autre. 
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II]. — Infection expérimentale du cobaye par l'ultravirus. 
Tuberculose ganglionnaire atypique: 


Les filtrats de produits tuberculeux (organes finement broyés, 
exsudats, sang, urine, lait, ou lysats de pus ou de crachats bacil- 
liféres), et aussi les filtrats de cultures de bacilles de och 
obtenus d'aprés la technique ci-dessus décrite et qui ne ren- 
ferment aucun élément visible au microscope, peuvent trés 
souvent, mais non constamment (1), lorsqu’on les inocule au 
cobaye, sous la peau ou dans le péritoine, détermimer des lésions 
ganglionnaires généralement discrétes, sans tubercules visibles. 
Dans ces lésions, qui sont surtout apparentes aux ganglions 
trachéo-bronchiques, on trouve, en cherchant avec beaucoup 
d’attention et de patience, & partir du troisiéme au dixiéme jour 
apres Vinoculation, Jusque vers la huitiéme semaine, rarement 
aprés trois mois, des bacilles acido-résistants, et aussi des 
granules colorables au Ziehl, isolés ou en amas plus ou moins 
volumineux. Autour de ces bacilles acido-résistants, la colora- 
tion au bleu Borrel montre de trés nombreux granules extréme- 
ment petits, & peine visibles, en poussiére, parmi lesquels 
quelques-uns presque cocciformes, et enfin des formes bacillaires 
de dimensions variables, les uns et les autres dépourvus d’acido- 
résistance (Pl. II, fig. 1 et 2). 

A la suite des inoculanons de filtrats, surtout par voie périto- 
néale, beaucoup d'animaux succombent apres des délais variables’ 
de quelques jours a quelques semaines, sans présenter la moindre’ 
lésion apparente ; mais, dans leurs ganglions légérement hyper- 
trophiés, un examen minutieux et prolongé fait généralement' 
découvrir quelques bacilles. Parfois la rate est un peu plus’ 
volumineuse qu’a l’état normal et les poumons présentent de 
petits foyers d’hépatisation. Le plus souvent on ne trouve 
qu’une légére tuméfaction ganglionnaire. Les ganglions de ces 
animaux, broyés et injectés sous la peau d’autres cobayes; 
reproduisent la méme tuméfaction ganglionnaire, et si l’om fait. 


(1) Ce quis’explique, soit parla difficulté de titrer les: doses infectantes (le 
filtre retenant une proportion variable d’éléments. actifis), soit parce qu'une. 
grande partie des eléments filtrables est phagocytée ou éliminée. 
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des passages de ces lésions de cobaye’ cobaye il arrive (quoique 
non constamment) qu’aprés 6 ou 8 passages, quelquefois seule- 
ment 3, de véritables lésions tube: culeuses.se constitwent, avec 
nodules évoluant vers lacaséification; ces /ésions, réinoculables en 
séries, présentent tous les caractéres de la tuberculose chronique. 

Ces faits, constatés par nous, en partie rapportés dans le 
mémoire de l’un de nous publié par ces Annales en juin 1924 (1) 
et dans plusieurs notes 4 la Société de Biologie (2), ont été 
vérifiés dans motre laboratoire par A. Saenz, T. de Sanectis 
Monaldi, Vam Deinse et, indépendamment de nous, par beau- 
coup d'autres expérimentateurs parmi lesquels F. Arloing, 
Dufourt et Malartre, H. Durand et Charchanski, Vannucci, Carlo 
Verdina, V. de Bonis, Titu Vasiliu et Ch. Iriminoin, Togounova, 
J, Van Beneden, Ad. Canelli et Lorenzo Bosco, Cteveland Floyd 
et Margaret Chase Harrick, Ralph R. Mellon et Elij Jost, Lydia 
Rabinowitch-Kem pner, Bonciu et Jonesco, Ludwig Lange, ete... 

Citons, parmi un trés grand nombre d'autres, et a titre 
d’exemple, l’expérience suivante : le 29 décembre 1925, les gan- 
glions bronchiques d’un enfant mort de tuberculose, riches en 


bacilles de Koch, sont broyés au mortier avec du sable stérile. 


Le produit de broyage est finement émulsionné dans 50 cent. 
cubes d’eau physiologijue et, aprés vingt-quatre heures de 
séjour en glaciére, additionné de quelques gouttes de culture de 
vingt-quatre heures de choléra des poules, puis filtré a deux 
reprises sur une bougie Chamberland L2 neuve, préalable- 
ment contrélée. Les tubes de bouillon et de gélose ensemencés 
avec ce filtrat sont restés stériles. 

Le 31 décembre, deux cobayes en regoivent, dams la cavité 
péritonéale, chacun 5 cent cubes. L’un meurt six pours plus tard, 
sans lésions. Il n’a pas été possible de trouver de bacilles de 
Koch dans ses organes. 

L’autre so cits le (1 janvier (dowzzéme jour). Ses.ganglions 
trachéo-bronchiques, notablement tuméfiés, contiennent des 
bacilles acido-résistants nombreux. On n’en trouve pas dans les 
See aaa 

Le 7 ian vier 1926, deux autres cobayes rae dans le 
péritoine, 5 cent. me du méme filtrat conservé huit jours en 


(4) Ces Annales, 38, 1924, p. 453. on b 
(2) Soc. de Biol., 94, 30 janvier 1926, p. 237; 97, 9 juillet 1927,.p. 477. 
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glaciére. L’un meurt deux jours aprés, sans lésions ni bacilles 
dans ses organes. L’autre succombe le 20 janvier (treiziéme 
jour). On trouve des bacilles dans ses ganglions épiploiques, 
sous-spléniques et trachéo-bronchiques qui sont tuméfiés. 


Lorsqu’on inocule & un cobaye neuf les bacilles acido-résis- 
tants issus des éléments filtrables du virus tuberculeux, on 
observe les mémes lésions ganglionnaires et la méme absence 
de propriétés tuberculigenes qu’& la suite de l’inoculation 
directe du filtrat d’organes ou de cultures. 

F. Arloing, Dufourt et Malartre, F. R. Partéaroyo, Ralph Mel- 
lon et Elij Jost, L. Lange, ainsi que, dans notre laboratoire, 
A. Saenz, de Sanctis Monaldi et Van Deinse, ont fait la méme 
observation. 

Avec A. Boquet, L. Négre et A. Certonciny (1), nous avons 
constaté que, par des passages successifs de cobaye 4 cobaye, 
en partant de filtrats dune culture de tuberculose bovine (souche 
Vallée), la virulence des bacilles dérivés des éléments filtrables 
peut étre accrue de telle sorte qu’aprés cing ou huit passages 
ils déterminent des lésions caséeuses identiques a celles que 
produit l’inoculation de bacilles normaux. 

Voici, & titre d’exemple, l'une de nos expériences : 

Le filtrat d’un voile de six jours de culture de T. Bovine 
(Vallée) sur milieu synthétique de Sauton est inoculé par voie © 
intrapéritonéale & une série de cobayes, & la dose de 10 cent. 
cubes, aprés vérification de sa pureté (2). 

Toutes les vingt-quatre heures, jusqu’au sixiéme jour inclus, 
on sacrifie un animal. 

L’épiploon, le foie et la rate, prélevés aseptiquement, sont 
aussit6t broyés au mortier avec du sable stérile. Des fragments 
de ces organes sont-mis de cété pour servir aux examens 
microscopiques. 


(1) Soc. de Biol., 97, 17 décembre 1927, p. 1167. 

(2) Nous avons pris toutes les précautions possibles pour éviter toute con- 
tamination accidentelle par les vases ou instruments utilisés par nous. Pour 
la plupart de nos expériences nous avons poussé les précautions jusqua 
nous servir exclusivement de seringues a injection neuves, d’instruments 
neufs et de lames porte-objets qui n’avaient jamais élé utilisées. 
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Fig. |. — Frottis de ganglion inguinal d’un cobaye inoculé depuis 15 jours avec 
le filtrat d’urine bacillifére provenant d’un malade atteint de tuberculose rénale. 


Coloration Ziehl-Nielsen . 


Fig. 2. — Frottis de liquide péritonéal provoqué chez un cobaye neuf par |'inocula- 
tion intra-péritonéale (3 jours auparavant) de 10 centimetres cubes d’un filtrat de culture | 
de bacilles de Koch (origine Bov-Vallée) agée de 6 jours, sur milieu synthétique de . 
Sauton. Les bacilles phagocytés par un leucocyte sont colorés par la méthode de Fontés. 
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Fig. 3 Frottis du ganglion sous-hépatique d'un cobaye nouveau-né issu d'une 
mére qui avait été inoculée, par voie sous-cutanée, depuis 35 jours, avec un filtrat 
d’ascite tuberculeuse expérimentale. Coloration Ziehl-Nielsen. : 


Fig. 4. — Frottis d’un ganglion traché-obronchique de cobaye inoculé depuis 60 jours 
avec la pulpe broyée du ganglion sous-hépatique d'un cobaye nouveau-né issu d'une 
mére qui avait été inoculée par voie sous-cutanée, 35 jours avant la mise bas, avec un 
filtrat d’ascite tuberculeuse expérimentale. Coloration Ziehl-Nielsen. 
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Fig. 1. — Frottis d’un ganglion mésentérique d’un enfant mort-né de 7 mois, issu 


de mére tuberculeuse. (Service du Prof. A. Coulevaire, clinique Baudelocque, Paris.) 


Coloration Ziehl-Nielsen. 


Fig. 2. — Culture de I’ultra-virus tuberculeux en milieu liquide agée de 13 jours, 
montrant l’aspect et la disposition des granules. Coloration Ziehl-Nielsen. j 
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Fig. 3. — Culture de Iultra-virus tuberculeux en milieu liquide agée de 15 jours. 
Coloration par la méthode Fontés, montrant I’aspect et la disposition des granules. 
Fig. 4. — Frottis de la moelle épiniére d'un cobaye inoculé avec | centimétre 


cube du méme filtrat dans le canal rachidien, sacrifié 8 jours aprés |’inoculation. 


Coloration Ziehl-Nielsen. 
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Dés aprés quarante-huit heures, quelques rares éléments 
bacillaires caractéristiques, prenant le Ziehl, ont pu étre 
décelés dans l’épiploon et les ganglions épiploiques. 

Le troisiéme jour, les mononucléaires remplacrient les poly- 
nucléaires dans l’exsudat péritonéal devenu plus abondant. 
Les bacilles apparaissaient plus nombreux dans les ganglions 
épiploiques. On en trouvait des amas 8 cété d’éléments acido- 
résistants et parmi des éléments de méme forme, ou granu- 
leux, colorables par le bleu et ne prenant pas le Ziehl. 

Le produit de broyage des ganglions, du foie, de la rate, de 
lépiploon, ainsi que l’exsudat péritonéal des cobayes sacrifiés 
du deuxiéme au sixiéme jour aprés l’injection de filtrat, ont 
été inoculés dans le péritoine d'une autre série de cobayes 
neufs. 

Parmi ces -derniers, les uns ont été sacrifiés également du 
deuxiéme au sixiéme jour, le produit de broyage de leurs 
organes inoculé de nouveau a une troisiéme série de cobayes, 
et ainsi de suite jusques et y compris le cinquiéme passage, 

Les autres ont été conservés et plusieurs ont survécu plus 
de six mois. Leur autopsie n’a révélé aucune lésion tubercu- 
leuse apparente; seulement des ganglions (surtout trachéo- 
bronchiques) hypertrophiés, dans lesquels on trouvait des 
bacilles acido-résistants caractéristiques. 

Dans une autre série d’expériences semblables, il est arrivé 
que, dés le troisiéme passage, un cobaye présentat, aprés six 
semaines, au voisinage du point d’inoculation, un abcés dont Je 
pus ne contenait pas de bacilles colorables au Ziehl. Le pus de 
cet abcés, inoculé sous la peau & un autre cobaye, détermina 
chez celui-ci, apres deux mois et demi, une forte allergie 
tuberculinique (réaction intracutanée nécrotique) et un gros 
engorgement du ganglion correspondant. Ce ganglion, extirpé 
aprés trois mois et demi, puis broyé, fut inoculé sous la peau 
de quatre cobayes. Ces derniers firent d’emblée des lésions de 
tuberculose généralisée classique. 

Par contre, avec un filtrat provenant d’une autre culture, 
de Sanctis Monaldi, dans notre laboratoire, n’a pu obtenir la 
tuberculisation du cobaye qu’aprés le septiéme passage d’ani- 
mal & animal; tandis que F. Arloing et Dufourt, Hi. Durand, 
R. Kourilsky et Benda, A. Saenz, K. Sergent et D. Priboiano, 
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Van Deinse, sont parvenus & réaliser cette tuberculisation avec 
un nombre de passages moindre. 


Ce ne sont pas seulement, — nous l'avons déja dil, — les 
produits. tuberculeux (organes, pus, crachats) et les cultures 
qui renferment ainsi des éléments filtrables doués d'une viru- 
lence a caractéres trés particuliers. Le sang, les divers exsudats 
(pleurétiques, péricardiques, ascitiques, d’hydrocéle), lurine 
et le lait des malades phtisiques en contiennent également. 

L’un. de nous, avec M!” J. Misiewiez (1), en a fait la preuve 
pour le sang pendant les périodes menstruelles de femmes 
tuberculeuses. Ce sang, fillré ou non filtré, inoculé sous la 
peau du cobaye &la dose de 20 430 cent. cubes, peut déter- 
miner un engorgement ganglionnaire bénin qui s’efface en 
quelques semaines. Dans les ganglions ainsi tuméfiés, nous 
avons pu mettre en évidence des bacilles tuberculeux typiques. 

De ieur cdté, O. Bonciu et V.Jonesco (2), dans le labora- 


toire de J. Cantacuzéne 4 Bucarest (3), ont montré qu'il existe 


incontestablement, chez certains malades atteints de formes 
graves. de tuberculose, surtout en périodes. fébriles, une 
infection sanguine 4 ultravirus. Dans le sang de ces malades, 
on ne parvient pas & déceler le moindre élément. acido- 
résistant, mais l’inoculation de ce sang provoque, chez le 
cobaye, la forme de tuberculose atypique que nous avons: 
décrite. 

T. Veber (4), filtrant sur bougie L2 le liquide:d’un pyopneu- 


mothorax dans lequel ni l’examen direct, ni l'homogénéisation . 


navaient permis de déceler de: bacilles, a pu tuberculiser’ des 
cobayes avec ce filtrat. Quatre mois aprés inoculation ces 
animaux sont morts sans présenter de chancre d’inoculation 
ni de réaction ganglionnaire satellite, mais leurs ganglions 
trachéo- bronchiques: étaient tuméfiés et contenaient des bacilles 
caractéristiques. 


(1) Soc. de Biol., 99, 2 juin 1928, p. 4 

(2) Soc. de Biol., 99,2 juin 1928, p. 

(3) Soc. rowmaine de Biol., 29, 19 sate 1928, ae 464, 
(4) Soe. de Biol., 9 janvier 1926, p. 8: 
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Signalons enfin que la présence de Jultravivus a été 
démontrée par Armand-Delille, A. Saenz et G. Bertrand (1) 
dans le sang d’enfants atteints de granulie; par P. Nélis (2) 
dans deux échantillons différents d°urines bacilliferes prove- 
nant de tuberculeux rénaux; par Nasta (3) dans des liquides de 
pleurésie séro-fibrineuse; par A. Saenz (4) dans un liquide 
@hydrocéle; par E. Sergent et D. Priboiano (3) dans le liquide 
ascitique d’un cas de cirrhose altrophique de Laennec; par 
Priboanio et Lacomme (6) dans le lait, aseptiquement recueilli, 
d’une femme récemment accouchée, atteinte de tuberculose 
pulmonaire non évolutive. etc... 

Nous devons également rappeler que de Potter {de Gand] (7), 
M. Popper et C. Raileanu (8), et plus récemment F. Arloing et 
Dufourt (9), ont pu infecter (ces derniers méme par ingestion) 
des poules avec les filtrats de cultures de tuberculose aviaire. 


* 
ee 


Nous nous sommes naturellement préoccupés de rechercher 
si la forme atypique d’infection tuberculeuse que provoque, 
chez le cobaye, linoculation des filtrats ne pourrait pas tre 
altribuée au fait’ que ceux-ci ne renfermeraient que quelques 
unités d’éléments bacillaires. ! 

Pour nous en rendre compte, nous avons infecté plusieurs 
séries de cobayes par voile sous-cutanée avec des doses 
minimes, variant de 4 & 40 et 400 bacilles virulents d'origine 
bovine (provenant de la méme souche que nous ulilisons pour 
-préparer nos filtrats de cultures). Or, tous les animaux ainsi 
infectés, et qui ont recu le méme nombre de bacilles, ont été 
sensibilisés & la tuberculine & tres peu prés dans le méme 
délai et ont présenté le tableau classique de l'infection tuber- 
culeuse expérimentale. Chez tous on trouvait, & l’autopsie, un 


Soc. de Biol., 20 octobre 1928, p. 41213). 

Soc. de Biol., 8 janvier 1927, p. 21 et 9 juillet, 1927, p. 475. 
Soc. de Biol., 5 mars 1927, p. 591. : 

Soc. de Biol., 2 février 1929, p. 347. 

Soc. de Biol., 23 février 1929, p. 546. 

Soc. de Biol., 9 février 1929, p. 402. 

Soc. de Biol. (belge), 4 décembre‘'926, p. 138. 

Soc. de Biol. (roumaine), 21 juin 1928, p. 1080. 

Soc. de Biol. (lyonnaise), 27 mai 1928, p. 455. 
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ganglion caséeux voisin du point d'inoculation, des adénites 
profondes caséeuses et des lésioas évolutives dans tous les or- 
geanes. Cette expérience, répétée a trois reprises, en octobre 1925, 
novembre 1926 et avril 1927, a donné les mémes résultats. 

Bruno Lange (1) et Levinthal (2) ont fait des constatations 
identiques; ils ont observé, comme nous, que Vinoculation 
faite sous la peau, & des cobayes neufs, de ganglions prove- 
nant de cobayes infectés avec des filtrats tuberculeux et 
contenant des bacilles acido-résistants en plus ou moins grand 
nombre, ne détermine qu'une tuméfaction ganglionnaire sem- 
blable & celle que produit l’inoculation directe de filtrats, et 
que les animaux ainsi infectés ne présentent jamais de 
chancre d‘inoculation ni de lésions nodulaires viscérales. 

Disons enfin que Hababou-Sala (3), dans le laboratoire de 
A. Borrel, & Strasbourg, a cru avoir reproduit les lésions 
caractéristiques de l’ultravirus en inoculant simplement de la 
tuberculine de l'Institut Pasteur & des animaux neufs. Or, 
comme l|’a démontré A. Saenz danas notre laboratoire, cette 
tuberculine, préparée par simple filtration sur papier, aprés 
évaporation au bain-marie, contient toujours en abondance des 
corps bacillaires qu’on peut séparer par centrifugation. Lors- 
qu’on l’inocule au cobaye, ces corps bacillaires se retrouvent 
dans les ganglions quils hypertrophient légerement; mais la 
réinoculation de ces ganglions aux cobayes ueufs reste sans 
effet. 

Nous nous sommes, bien entendu, demandé si, dans les 
ganglions de cobayes normaux provenant de nos élevages il 
n’existait pas quelque infection naturelle par des bacilles 
acido-résistants. Cette objection nous a élé faite par Frank 
B. Cooper et S. R. Petroff (de Saranac) (4), et aussi par 
W. C. Thompson et M. Frohbischer (5), qui prétendent avoir 
trouvé fréquemment, parmi les cobayes utilisés par eux, des 
animaux dont les organes lymphatiques contenaient, soit des 
bacilles tuberculeux d’infection spontanée, soit des bacilles 
paratuberculeux de Ja fléole. 

) Zettsch. f. Tuberk., 46, 1926, p. 455. 

) Zeitsch. f. Hyg., 107, p. 387. 

) Soc. de Biol., 99, 20 octobre 1928, p. 1245. 
| 


Conférence de Rome, 1928. . 
5) Americ. Review of Tub., 18 décembre 1928, p. 822. 
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Disons tout de suite que, sur plus de 300 cobayes neufs 
étudiés avec le plus grand soin a ce point de vue particulier, 
soit par nous-mémes, soit par A. Saenz, de Sanctis Monaldi et 
Ninni dans notre laboratoire et sous notre contréle, il n’a 
jamais été possible de découvrir une seule forme bacillaire 
acido-résistante. Lydia Rabinowitch-Kempner, Ludwig Lange 
a Berlin, Ralph Mellon et Elij Jost aux Etats-Unis, n’ont, 
comme nous, jamais pu en trouver. 
~ IL est donc évident que si Cooper et Petroff ont constaté 
Pexistence de bacilles tuberculeux chez les cobayes neufs, 
ainsi quils le disent, dans la proportion de 33 p. 100, c’est 
qivils ont eu affaire 4 une série de cobayes provenant d’un 
élevage spontanément et gravement infecté (1). 

Les caractéres si particuliers de |’infection ganglionnaire due 
aux filtrats de produils tuberculeux ou de cultures virulentes 
nous ont fait supposer que peut-étre ces filtrats contenaient 
quelque microbe invisible habituellement présent & cdté du 
bacille de Koch et analogue au principe lytique de Twort (bac- 
tériophage de d’Hérelle) si souvent associé au staphylocoque, 
au bacille de Shiga ou au bacille coli. Mais une telle hypothése 
ne peut pas étre retenue, puisque les passages successifs d ani- 
mal & animal réussissent fréquemment 4 restituer a l'ultra- 
virus les propriétés tuberculigénes propres au bacille de Koch 
virulent. 

Il nous faut donc revenir & notre premiére conception, c’est- 
a-dire & l’existence, dans les produits tuberculeux et dans les 
cultures, d’é/éments filtrables (2), susceptibles de provoquer 
chez le cobaye, tantét une infection rapidement mortelle, tantdt 
une tuméfaction du tissu lymphatique ganglionnaire dans 
lequel apparaissent plus ou moins rapidement des bacilles 
tuberculeux typiques. 


(1) On sait que l'infection tuberculeuse spontanée est exceptionnelle chez 
les cobayes. On l’a cependant rencontrée dans des élevages de sanatoriums 
ou d’hopitaux de tuberculeux 

(2) Nous choisissons cetle dénomination plutét que celle de formes filtrantes 
qui est absolument illogique, puisqu’un élément invisible ne peut avoir de 
forme et que la propriété d’étre filtrant appartient aux filires et non aux 
microbes. 


« 
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IV. — Infection transplacentaire expérimentale 
par l'ultravirus. 


La démonstration, évidente pour nous dés 1924, de l'exis- 
tence, dans les produits tuberculeux et dans les cultures de 
bacilles de Koch, d’éléments virulents filtrables & travers les 
bougies de porcelaine poreuse nous a suggéré l’idée d’inoculer 
des filtrats & des cobayes femelles avant et pendant la gesta- 
tion, et de rechercher si, chez diverses especes animales, en 
particulier dans l’espéce humaine, l'ultravirus est susceplible 
de traverser le placenta et d’infecter les foetus. 

Dans une note @ l’Académie des Sciences (1), en 1925, nous 
avons fait connaitre avec A. Boquet et L. Négre les résultats 
posilifs de nos premiéres expériences que confirmérent, peu 
de temps aprés, d’abord F. Arloing et Dufourt (2), puis J. Van 
Beneden (3), Lyda Rabinowitch-Kempner (4), de Bonis (5), 
J. Nasso (6), Zuccola (7), Aug. Musso (8), Angelo Miglia- 
vacca (9), et enfin, Lino Urizio (10). 

De janvier 1926 & mars 1928, avec la collaboration de 
M. Lacomme et grace 4 l’important matériel de la clinique 
Baudelocque, mis tres obligeamment a notre disposition par le 
professeur A. Couvelaire, nous avons poursuivi l'étude de |’in- 
fection transplacentaire chez 26 enfants ou foetus issus de méres 
tuberculeuses. Nous avons alors constaté (11) que cette infec- 
tion transplacentaire se réalise dans les quatre cinguiémes des 
cas. Lorsqu’elle se produit du troisiéme au sixiéme mois de la 
gestation elle est trés grave, souvent mortelle pour le fcetus ou 
pour le jeune enfant dés les premiéres semaines aprés la nais- 
sance. Mais lorsqu’elle ne survient que ‘plus tardivement, elle 


— 


C. R. Académie des Sciences, 19 octobre 1925, vol. 181, p. 491. 
C..R.. Académie des. Sciences, 9 novembre 1925, vol. 481,,p.826. 
Bruselles Médical, 18 septembre 1927, n° 47, :p. 1493. 

Deulsch. med. Woch., 1927, n° 49. 

Giornale di :Tistologia, 1927, n°.3. 

Riforma Medica, 4927, n°.d4. 

Rivista di Patologia-e Clinica della Tuberculosi, 1928, n° 3, p. 627. 
Arch. di Biologia, 1928, n° 5, p. 54. 

Soc. Med. chirurg. di Pavia, 1° février 1929. 

) Rivista di Patol. e Clin. della Tuberc., janvier 1929, p. 63. 

) Ces Annales, 42, octobre 1928, p. 1149, 
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se montre, en général, bémigne dans ses conséquences, ne 
s'accompagne que rarement de manifestations ou de localisa- 
tions tuberculeuses, confére méme, pour une assez bréve durée, 
un certain degré de résistance aux infections virulentes, et peut 
disparaitre sans laisser de traces. 

Il en est de méme pour la progéniture des cobayes femelles 
artificiellement infectées pendant la gestation, ainsi que le 
montre l’expérience suivante (voir Planche II, fig. 3 et 4 et 
Planche III, fig. 1). 


Exetrience. — Une (cobaye) femelle pleine recoit sous la peau, a trois 
reprises, les 24, 26 septembre et 1° octobre 1925, 10 cent. cubes chaque fois 
de filtrat d'un liquide d’ascite tuberculeuse expérimentale. Elle met bas, le 
7 octobre, deux petits dont l’un est isacrifié le jour méme. Dans ses divers 
organes yviscéraux et dans ses ganglions, il n’a {été possible de découvrir 
aucun hbacille acido-résistant. Le produit de broyage de ces organes a été 
inoculé 4 3 cobayes dont l'un est mort vingt-six jours aprés. Ses ganglions 
trachéo-bronchiques étaient tuméfiés et contenaiemt des hbacilles de ‘Koch 
typiques, colorables au Ziehl. 

Les deux autres sont. morts trente-six jours aprés qu’ils avaient été inoculés. 
L’un na pu étre autopsié. L’autre ne présentait aucune lésion luberculeuse 
visible, mais ses ganglions trachéo-bronchiques contenaient des bacilles. 

Le second petit de cette mere s'est développé normalement, n’a jamais 
réagi aux épreuves tuberculiniques répétées auxquellesil a été soumis. On 
la sacrifié 4 Page de trente mois. Ses organes étaient parfaitement sains et 
il m’a pas été possible d’y découvrir le moindre bacille colorable au Ziehl. 


Dans une expérience plus récente, l'un de nous, avec 
A. Saenz (1), a réalisé Vinfection transplacentaire chez une 
brebis pleine dans les conditions suivantes : . 


Expérience. — Préalablement éprouvée a la tuberculine par voie intra- 
veineuse et reconnue indemne, la brebis. recoit, sous la- peau, au total 
150 cent. cubes de filtrat d'une culture de tuberculose bovine Vallée sur 
milieu synthétique de Sauton, agée die six jours, en 5 injections (20 cent. 
cubes le 3.mai; 40 cent. cubes, le 41; 30 cent. cubes le 18; 30 cent. cubes 
le 26 et 30 cent. cubes le 5 juin 1928). Aucune réaction locale ni générale. 
Elle met bas le 12 juin un agneau d’aspect cachectique qui est sacrifié deux 
heures apres sa naissance. Son autopsie ne révéle aucune lésion tubercu- 
leuse, mais. on trouve des. bacilles de Koch typiques,.en amas, dans ses. gan- 
glions trachéo-bronchiques et sous-lombaires. Ces bacilles sont accompa- 
gnés de formes bacillaires et granuleuses non acido-résistantes (PI. If, fig. 7). 

Les ganglions de cet agneau, broyés avec du sable stérile et émulsionnés, 
sont inoculés 4 3 cobayes dont l'un, sacrifié vingt-huit jours plus lard, présen- 
tait une tuméfaction évidente de tout le systeme lymphatique. Ses ganglions 


(1) Soc. de Biologie, 26 octobre 1929, p. 384 
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trachéo-bronchiques contenaient de trés nombreux bacilles acido-résistants. 

Les deux autres cobayes, soumis aprés cinquante jours a l’intradermo- 
tuberculination, ont faiblement réagi. La méme €preuve est trés nettement 
positive aprés soixante-douze jours. L'un est sacrifié deux jours plus tard 
(soixante-quatorziéme jour). Il ne montre ni lésions, ni bacilles. L’autre 
réagit encore trés fortement a la tuberculine jusqu’au sixiéme mois, puis 
cesse de réagir. On le sacrifie un anaprés qu'il avait été inoculé, le 3 juillet 
4929. Il était également indemne de lésions et de bacilles. 

La brebis est restée dans la suite en parfait état de santé. Elle ne réagil 
pas a la tuberculine. Il est done évident que les éléments filtrables 
n’ont porté aucun préjudice 4 la mére, mais qu’ils ont traversé le placenta 
et infecté gravement l’agneau vers la fin de sa vie intra-utérine. 


Rappelons enfin que, par linoculation au cobaye du liquide 
amniotique de l'ceuf extrait par hystérectomie d’une femme 
alteinte de tuberculose pulmonaire grave, il nous a été possible, 
en collaboration avec A. Couvelaire, M. Lacomme et A. Saenz, 
de reproduire, sans filtration préalable (ce liquide ayant été 
recueilli aseptiquement et ne contenant aucun bacille colo- 
rable), les mémes formes de tuberculose atypique et les mémes 
accidents d’intoxication rapidement mortels que déterminent 
les filtrats d’organes tuberculeux et de voiles jeunes de cul- 
tures. Une seule injection de 10 cent. cubes de ce liquide injecté 
sous la peau a tué en vingt-quatre heures 3 cobayes sur 6. 
Parmi les 3 autres, 1 a succombé vingt-trois jours aprés l’ino- 
culation. Ses organes lymphatiques étaient apparemment 
indemnes, mais leur produit de broyage, réinoculé a des 
cobayes neufs, a déterminé, aprés 4 passages, des lésions nette- 
ment tuberculeuses, caséifiées. Un autre est mort soixante 
jours plus tard. Ses ganglions trachéo-bronchiques contenaient 
quelques bacilles acido-résistants. Le dernier survivant, mort 
aprés quatre-vingt-douze jours, ne réagissait pas & la tuber- 

~culine et ne présentait ni lésions, ni bacilles. 

Il n’est donc plus contestable qu’en dehors des accidents assez 
rares d infection tuberculeuse héréditaire, c’est-a-dire de passage 
direct du bacille de Koch de la mére au produit de gestation 
de celle-ci & travers le placenta sain ou lésé, lexpérimentation 
démontre, et la clinique confirme, [existence relativement [ré- 
quente, chez les nouveau-nés de méres tuberculeuses, d'une infec- 
tion transplacentaire par Vultravirus (1). 


(1) Ménckeberg, Brindeau et Cartier ont publié des faits qui sont a rapprocher 
de ceux que nous avons observés. 
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V. — Effets réciproques de la prémunition par le BCG 
et de l'infection transplacentaire par l'ultravirus tuberculeux. 


Il était tout indiqué de rechercher si les jeunes animaux 
infectés par l’ultravirus dans le sein maternel peuvent impu- 
nément étre inoculés avec du BCG aprés leur naissance et si 


Vultravirus n’exerce pas sur celui-ci quelque effet d’exaltation 
de virulence, ou inversement. 


Dans le but d’élucider cette question, l'un de nous a fait, 
avec A. Saenz (1), les expériences suivantes : 


Expérience. — Le filtrat d’une culture de bacilles bovins virulents ‘souche 
Vallée) agée de huit jours sur milieu de Sauton est inoculé & ladose de 10 cent. 
cubes sous la peau de 2 cobayes; & la dose de 0 c. c. 5 par voie intra- 
cérébrale a 2 cobayes; et a la dose de 10 cent. cubes par voie intrapéritonéale 
a 2 cobayes. 

Deux autres cobayes regoivent sous la peau 20 cent. cubes de filtrat du 
voile d'une culture de méme origine, mais Agée de quinze jours. 

L'un des cobayes inoculés par voie intracérébrale est mort le jour méme. 
Aucun des autres n’a présenté le moindre incident pathologique. Tous ont 
augmenté réguliérement de poids. 

Un mois plus tard, tous ont recu sous la peau 10 milligrammes de BCG. 
Ils ont continué a se développer normalement, sans incident. 

Un a succombé & une maladie intercurrente trente-neuf jours aprés l’ino- 
culation de BCG. II ne présentait aucune lésion suspecte. Un autre est mort 
aprés quatre-vingt-dix jours et deux aprés quatre-vingt-dix-sept jours. Leur 
autopsie fut également négative. 

Enfin des deux cobayes qui, avant linoculation du BCG, avaient recu 
20 cent. cubes du filtrat sous la peau, l’un est mort de maladie intercurrente 
quatre mois aprés, sans la moindre apparence de tuberculose, et l'autre 


fut sacrifié deux ans plus tard, en trés bon état. On n’a pu trouver aucune 
lésion dans ses organes. 


Expiérie,ce. — Dans une autre expérience, 4 cobayes ont recu sous la peau 
40 milligrammes de BCG. Un mois plus tard, 2 d’entre eux ont été inoculés 
sous la peau, et les 2 autres par voie péritonéale, avec 10 cent. cubes de 
filtrat de culture bovine virulente. 

Unde ces derniers a succombé le jour méme de J’injection; l'autre a 
survécu et fut sacrifié apres quatre-vingt-dix-sept jours. Il ne présentait 
aucune lésion, mais on trouva quelques bacilles typiques, colorables au Ziebl, 
dans ses ganglions trachéo-bronchiques qui étaient tuméfiés, comme chez 
les cobayes inoculés avec le filtrat seul. 

Les autres cobayes sont demeurés en parfait état de santé. 


(1) Soe. de Biologie, 1°" juin 1929, p. 354. 
43 
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Des expériences semblables ont été faites, aprés les ndtres, 
par M. Popper, C. Raileanu et J. Pincou (1) d’une part, par 
T. de S. Monaldi d’autre part. 

Il est done démontré que la prémunition par le BCG est 
inoffensive pour les sujets déja infectés par l'ultravirus. Les 
observations cliniques accumulées depuis six ans permettaient 
déja de le supposer, mais l’expérimentation en apporte la 
preuve. Il n’y a donc aucune raison de craindre que le BCG 
puisse nuire aux enfants issus de méres tuberculeuses. Il ne 
peut que contribuer a renforcer limmunilté, d’ailleurs légére 
et fugace, que conrére aux nouveau-nés et aux jeunes animaux 
la transmission placentaire des anticorps (2). 


VI. — Propriétés allergisantes de l’ultravirus. 
Réactions aux filtrats. Anticorps. 


A. Boquet, L. Negre et J. Valtis (3) ont, les premiers, 
démontré que les cobayes inoculés soit par voie sous-cutanée, 
soit par voie périlonéale, avec les filtrats de cultures ou de pro- 
duits tuberculeux, sont, assez irrégulitrement d’ailleurs, et 
pour un temps variable, mais de bréve durée, sensibilisés & la 
tuberculine. Les travaux de F. Arloing et Dufourt (4) nous ont 
appris ensuite que, pour déceler cet état d'allergie, il convient 
de pratiquer les intradermo-réactions avec des dilutions de 
tuberculine de plus en plus concentrées, de 4.p. 5044 p. 40. 
On constate alors que les réactions provoquées avec les dilu- 
tions les plus étendues (1 p. 50) ne s’obtiennent que jusqu’aux 
environs du quarante-cinquiéme jour et qu’elles redeviennent 
positives un peu plus longtemps avec les dilutions & 1 p. 25 et 
a 4p. 10; puis qu’elles restent définitivement négatives, sauf 


(1) Soc. de Biologie (roumaine), 30 janvier 1930, p. 827. 

(2) Ge passage des anticorps tuberculeux de la mére &4 l’enfant a été établi 
par les recherches déja anciennes de J. Partsor et Hanns (Rev. méd. de l'Est, 
45 avril 4910), d’Esther Rosenxwantz (Soc. de Biologie, 24, 4911, p. 142), de Rrea- 
pEAU-Dumas, Gut et Prigur (Rev. de la Tubereulose, 1921, p. 318), de Cooxe 
(American Review of Tuberculosis, 6, 1922, p. 427), de R. Depri et M. Letonc 
(Soc. de Biologie, 91, 1924, p. 1242), et enfin de J. Vatris et M. Lacomme (Soe. 
de Biologie, 7 juillet 1928, p. 447). 

(3) Soc. de Biologie, 94, 30 janvier 1926, p. 235. 

(4) Soe. de Biologie (réunion lyonnaise), 95, 15 novembre 1926, p. 1363. 
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si Vultravirus a provogué des lésions nodulaires dans lesquelles 
se trouvent des bacilles normaux. 

D’autre part R. Debré, M. Lelong ct H. Bonnet (1) ont réussi 
a produire un véritable phénoméne de Koch (avec escarre) en 
réinoculant & intervalles de vingt-cing jours, sous la peau de 
cobayes neufs, des filtrats de cultures. J. van Beneden (2) a 
fait la méme constatalion. 

D’autres expérimentateurs (M. Popper et C. Raileanu, 
S. Sterling-Okuniewski) et nous-mémes avons étudié les effets 
des filtrats non chauffés et chauffés lorsqu’on les inocule par 
voie intradermique aux animaux déja infectés par l’ultravirus, 
ou bacillisés. Alors que, chez les animaux neufs, les intradermo- 
inoculations de filtrats d’organes tuberculeux, ou de cultures, 
sont inactifs, il est manifeste que les animaux porteurs d’ultra- 
virus, ou déja tuberculeux, réagissent au filtrat, méme chauffé 
une heure 4 60°, plusieurs jours avant de réagir & la tubercu- 
line. Et, dans notre laboratoire en méme temps qu’a la Cli- 
nique de la tuberculose de l’hépital Laennec (Professeur Léon 
Bernard), P. Nélis (3) a pu s’assurer que l’enfant issu de mére 
tuberculeuse, bien que ne réagissant pas encore & la tubercu- 
line, se montre trés sensible & linjection intradermique d’un 
filtrat de voile jeune de.culture de bacille de Koch. 

Avec A. Saenz et T. de S. Monaldi (4), nous avons provoqué 
le phénoméne de Koch typique chez des cobayes inoculés 
d’abord avec 1 milligramme de bacilles tuberculeux virulents, 
en leur injectant douze jours plus tard 0 c.c. 5 d'un filtrat 
également préparé avec un voile jeune de calture virulente. 

Enfin des expériences plusieurs fois répétées nous ont permis 
d’obtenir des anticorps tuberculeux (titrables par la réaction 
de Bordet-Gengou avec l’antigéne méthylique) en inoculant 
seulement des filtrats de cultures, soit sous la peau, soit dans 
les veines d’animaux neufs. En voici trois exemples : 


Expfrievce. — Une chevre recoit en injection intraveineuse, le 16 mai 1928, 
25 cent. cubes de filtrat de voile finement émulsionné dune culture de 
T. bovine de cing jours. Une prise de sang effectuée chez cet animal avant 


Soc. de Biologie, 95, 4 décembre 1926, p. 1425. 
Soc. de Biologie, 99, 117 novembre 1928, p. 4560. 
Soc. de Biologie, 23 juillet 1927, p. 681. 

Soc. de Biologie, 17 novembre 1928, p. 155. 
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injection permet de s’assurer que son sérum ne renferme aucune trace 
d’anticorps tuberculeux. 

Le 22 mai, le sérum contient, par centimétre cube, 20 unilés d’anticorps 
(titrés par la méthode de Calmette et Massol). Ce méme jour on injecte de 
nouveau 35 cent. cubes de fillrat in veine. 

Le 31 mai, 30 unités d’anticorps. Nouvelle injection de 30 cent. cubes de 
filtrat. 

Le 8 juin, 10 unités d’anticorps. Nouvelle injection de 30 cent. cubes de 
filtrat. Cette injection est répétée a la méme dose les 18 et 28 juin. Les anti- 
corps ont complétement disparu. 

On laisse reposer l’animal jusqu’au 41 aott. A cette date, on injecte 
10 cent. cubes de filtrat. Les anticorps ne reparaissent pas les jours sui- 
vants. 

Le 18 aout, nouvelle injection de 20 cent. cubes et le 1°° septembre 
30 cent. cubes. Le sérum contient, cette fois, 30 unités d’anticorps. 

La chévre meurt accidentellement le 31 janvier 1929. Son autopsie ne 
révéle aucune lésion, mais tous ses ganglions sont tuméfiés et on y découvre 
des bacilles acido-résistants caractéristiques. Leur produit de broyage est 


inoculé sous la peau de 4 cobayes qui, sacrifiés huit mois plus tard, nont 
présenté ni lésions, ni bacilles. 


ExpérienceE. — Un mouton recoit le 3 mai 1928, im veine. 10 cent. cubes de 
filtrat préparé comme précédemment. L’examen préalable de son sérum a 
permis de s’assurer qu’il ne renferme pas d'anticorps. 


Le 11 mai on trouve 20 unités d’anticorps. Nouvelle inoculation de 20 cent. 
cubes de filtrat. 


Le 18 mai, 40 unités d'anticorps. Inoculation de 40 cent. cubes de filtrat. 
Le 5 juin, 35 unités d’anticorps. 


Expérience. — Une brebis pleine dont le sérum ne contient pas d’anticorps 
recoit sous la peau: 20 cent. cubes de filtrat le 3 mai 1928. 

40 cent. cubes de filtrat le 18 mai 1928. 

30 cent. cubes de filtrat le 25 mai 1928. 

30 cent. cubes de filtrat le 4 juin 1928. 


Le 42 juin elle met bas un agneau qui a fait l'objet des recherches précé- 
demment relatées. Le sang de cet agneau contient 25 unités danticorps par 
centimétre cube. Le 23 juin, celui de la mére en contient 50 unités. 


’ 4 = 7 A? e i ; *. 
L’agneau était infecté d’ultravirus et son sang se montrait 
cependant relativement riche en anticorps spécifiques : nou- 
velle preuve du passage facile des anticorps de la mére a l’enfant 
par voie transplacentaire. 


Rappelons enfin que, dans notre laboratoire, T. de S. 
Monaldi (1) a étudié l’influence des inoculations de filtrats sur 
la formule sanguine. Cette influence se manifeste par une réduc- 
tion du nombre des leucocytes neutrophiles et des monocytes, 


avec déviation & gauche de la formule d’Arneth. Ni la tuber- 


(1) Soc. de Biol., 99, 22 décembre 1928, p. 1942. 
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culine filtrée ou centrifugée, ni les filtrats chauffés & 84° ne pro- 
voquent des modifications semblables. 

Des conslatations analogues ont été faites plus récemment 
dans le laboratoire de Cantacuzéne, a Bucarest, par Nasta, 
Blechmann et Tumaru (1). 


VI. — Ultravirus et immunité 
contre les infections virulentes. 


Sinspirant des recherches de F. Mac Junkin (2), J. Paraf (3) 
avait constaté que les cobayes neufs, inoculés 4 plusieurs 
reprises par voie sous-cutanée avec des fillrats d’exsudats 
(obtenus par injection intrapéritonéale de bacilles 8 des cobayes 


x 


déja tuberculeux), deviennent sensibles & la tuberculine et 
geésistent pendant trois 4 quatre mois aux épreuves virulentes 
de moyenne intensité. 

Avec A. Boquet et L. Négre (4), nous avons obtenu les 
mémes résultats et, par l’expérience suivante, nous avons établi 
la relation de cause a effet qui existe entre celte résistance et 
la présence d’éléments filtrables dans l’organisme animal : 


ExpérIeNce. — 8 cobayes regoivent sous la peau, le 48 juin 1925, 1 cent. 
cube de filtrat (bougie Chamberland L2, pression 50 centimétres) d'un 
exsudat péritonéal provenant d’un cobaye tuberculisé depuis deux mois, 
qui venait de succomber 4a lJ’injection péritonéale de 10 centigrammes d’une 
culture de bacilles bovins agée de six semaines. 

Le 22 juin, nouvelle injection de 2 cent. cubes du méme filtrat. 

Le 2 juin, injection de 8 cent. cubes du méme filtrat. 

Sauf un léger cedéme qui disparait en vingt-quatre a quarante-huit heures, 
ces injections n’ont provoqué ni réaction cutanée locale, ni réaction gan- 
glionnaire immédiate ou tardive. En aucun cas nous n’avons observé 
Vescarre signalée par J. Paraf et assimilée par lui 4 un phénomeéne de Koch. 

Un seul de ces animaux, éprouvé par intradermo-tuberculination (0c.c.4 de 
tuberculine 4 1/10) vingt jours aprés la derniére injection, a nelttement réagi. 

Le 9 juillet, 1 cobaye meurt. Aucune lésion visible; pas de bacilles a 
l’examen des ganglions. 

Le 10 juillet, un second cobaye meurt. Pas de lésion visiblz, mais ses 
ganglions trachéo-bronchiques tuméfiés contiennent des hacilles acido-résis- 


tants typiques. 


(1) Soc. de Biol. (section roumaine), 104, 31 mai 1929, p. 320. 
(2) Journ. of Exp. med., 33, 1921, p. 751. 

(3) Soc. de Biol., 92, 20 mars 1925, p. 792. 

(4) Soc. de Biol., 94, 1926, p. 235. 
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Le 28 juillet, trois cobayes survivants sont éprouyés par injection, sous la 
peau de la cuisse, de 0 milligr. 0001 de bacilles bovins virulents. L’un meurt 
deux jours aprés, sans lésions tuberculeuses. 

Le 20 septembre, les deux autres présentent une adénite inguinale nette 

Le 5 décembre, soit cent quarante jours aprés l’épreuve, unde ces derniers 
succombe. Les seules lésions observées consistent en adéniles inguinales et 
sous-lombaires caséeuses; un gros et un petit nodule sur la rate; un seul 
tubercule A la base d’un des poumons. ; 

Le 8 janvier 1924, cent soixante-quatre jours aprés l'épreuve, le dernier 
cobaye meurt : abeés au point d’inoculation virulente; adénites inguinales 
et sous-lombaires caséeuses; deux tubercules sur la rate; lésions diffuses du 
foie; granulations assez nombreuses dans les poumons. 

3 cobayes fémoins, inoculés le 28 juillet, en méme temps que les précé- 
dents et avec la méme dose de culture virulente, sont morts du cinquan- 
Lieme au soixanltiéme jour avec des lésions généralisées. 


Ii n'est done pas douteux que U'2noculation des filtrats d exsu- 
dats péritonéaux tuberculenx confere aux cobayes un certain 
degré de résistance aux infections Wd épreuve de virulence 
moyenne. ® 

Pourtant, ainsi que nous l’avons vu dans les expériences 
suivantes, celte résistance est moins nettement accusée lors- 
qu’au lieu d’employer des exsudats pathologiques on opére 
avec des filtrats de voiles jeunes (six jours) de cultures en 
milieu synthétique de Sauton. 


Expértence. — 8 petits cobayes agés de deux jours, du poids moyen de 
80 grammes, recoivent sousla peau, a intervalles de huit jours, 1 cent. cube, 
I cent. cube, 3 cent. cubes, 5 cent. cubes et enfin 4 cent.. cubes, soit au total 
14 cent. cubes de filtrat @un voile de culture dgée de six jours. 

6 autres petits cobayes de méme age sont conservés comme /émoins. 

Soixante-dix jours aprés la premiére inoculation du filtrat, les animaux 
traités el les temoins sont éprouvés par instillation, sur chacun des deux 
yeux, de T goutte d’émulsion de culture bovine virulente A 1 milligramme 
par centimetre cube. 

La survie des cobayes, inoculés d’abord avee le filtrat, puis: éprouvés, fut 
respectivement de soixante, soixante-scize, quatre-vingt-dix-sept, cent; cent 
sept, cent vingt-quatre, cent cinquante-deux et deux cent vingt-cing jours. 
Pour les 6 témoins' elle fut de : soixante-seize, soixante-dix-sept, cent vingt- 
quatre, cent trente, cent quarante et cent cinquante-quatre jours. 

L'accroissement pondéral, a partir de l’épreuve, fut, pour Jes premiers, de 
cent cing, cent vingt, cent cinquante, cent cinquante; cent soixante-cinq, 
cent soixante-dix et’ deux cent trente-cing grammes; pour les témoins, de 
soixante-dix, quatre vingt-dix, quatre-vingt-quinze, cent quarante-eing, cent 
cinquante et cent soixante grammes. 

L’autopsie des témoins montra de grosses Iésions de la rate, de nom- 
breuses granulations pulmonaires et, pour deux d’entre eux, de grosses 
lésions caséeuses du foie. 


— v_ 
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Les cobayes qui avaient recu le filtral présentérent surtout une micropo- 
lyadénie généralisée et des lésions viscérales se bornant a quelques granu- 
lations translucides ou caséeuses. 


De leur cété F, Arloing, L. Thévenot, A. Dufourt avec 
Malartre (1) ou avec J. Dechaune (2) ont observé que certains 
filtrats (de crachats tuberculeux, d’urines tuberculeuses et d’une 
culture) conféraient aux cobayes une résistance manifeste & 
une épreuve de virulence moyenne, ou que celle-ci ne donnait 
lieu qu’aé une infection 4 tendance fibreuse, alors que d’autres 
filtrats (de lésions tuberculeuses d’enfants) se montrent sans 
aucun effet protecteur. 

Récemment, en Italie, S. Cramarosa (3) et P. Picolini (4) 
ont fait des constatations analogues. 


VIL]. — Technique des cultures jn vitro 
et jn vivo d'ultravirus. Leurs propriétés toxiques. 
(En collaboration avec A. Saenz.) 


A. — Cuttures in vitro. 


Pendant prés de cing années nous avons fait de vains efforts 
pour réaliser la culture des éléments filtrables du bacille de 
Koch, qu’en 1923 A. Vaudremer (5) d’abord seul, puis avec 
Hauduroy (6), disait avoir obtenue. Aucun autre expérimenta- 
teur, a l'exception de M"* Togounova et de Kirchner, malgré 
les. tentatives nombreuses qui ont été faites, n’a été plus heu- 
reux que nous-mémes en employant, soit les milieux qu’avait 
indiqués Vaudremer, soit les milieux usuels qui servent & cul- 
tiver le bacille de Koch. 

Nous avons cependant fini, avec A. Saenz, par y réussir en 
opérant de la maniére suivante: 

Avec des cufstrés frais et del’eau distillée absolument neutre 
on prépare une certaine quantité de milieu 4 l’ceuf selon le pro- 


) Bull. Acad. de Médecine, 98, 11 octobre 1927, p. 208. 
) Soe. de Biologie (réunion lyonnaise), 104, 5 juillet 1929, p. 811. 
) C. R. de la Conférence de Rome, 1928. 

) Giornale di Balteriol. e Immunologia, n° 6, 1929, p. 536. 

) Soc. de Biologie, 89, 9-juin 1923, p. 80. 

) Soc. de Biologie, 89, 22 décembre 1923, p. 1276. 
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cédé de Besredka. On le répartit par doses de 20 cent. cubes 
dans de larges tubes & essai et on stérilise & 115° pendant vingt 
minutes. Le pH doit ¢tre de 7,8 aprés stérilisation. 

On ajoute ensuite & chaque tube 1 cent. cube de sérum frais 
de lapin, stérile; 1 cent. cube d’extrait de globules rouges de 
boeuf préparé comme l’a indiqué R. Legroux et privé de toules 
traces d’'albumine (1); enfin 3 gouttes de glycérine neutre 
stérilisée. 

Aprés ces diverses additions le pH doit étre vérifié. 1 est 
essentiel qu'il ne soit ni supérieur, ni inférieur a 7,8. 

Dans le milieu ainsi préparé et dont la stérilité a été contrdlée 
par un‘séjour préalable & P’étuve, on ensemence 1 cent. cube de 
filtrat de voile jeune de culture (Agée de six & quinze jours au 
plus). La pureté de ce filtrat doit avoir été préalablement con- 
trdlée comme nous l’avons dit précédemment. 

I] faut prendre soin d’ensemencer en versant doucement le 
liquide & la pipette, contre la paroi du vase, afin qu'il s’étale a 
la surface et qu'il forme un disque limpide sur le milieu sous- 
jacent. 


x 


On porte les tubes a l’étuve 4 38° avec toutes précautions 
utiles pour ne pas mélanger le filtrat au milieu de culture. 

Pendant les huit premiers jours, l’aspect du milieu reste 
inchangé et son examen microscopique ne révéle aucun déve- 
loppement microbien visible. 

A partir du neuvieme jour on percoit un léger trouble a la 
partie supérieure du liquide qui se colore en jaune pale orangé. 
Ce trouble augmente vers le douziéme jour. Si, 8 ce moment, 
on préléve une goutte du liquide de la surface ou du fond du 
tube, on y découvre de nombreux bacilles acido-résistants longs 
et granuleux. La coloration au Gram par la méthode de Fontés 
montre que les granules sont disposés latéralement le long de 
laxe longitudinal du bacille. Autour de ces éléments bacillaires 
acido-résistants on trouve, en colorant la préparation au bleu a 
l'argent (Bleu Borrel), un nombre considérable de trés fines 


(1) A cet effet, pendant la préparation de l’extrait globulaire, on préleve de 
temps en temps quelques centimétres cubes de liquide que l'on filtre sur 
papier. Dans le liquide clair ainsi obtenu on ajoute quelques gouttes d’acide 
trichloracétique a 30 p. 100 et on chauffe 4 l’ébullition. Lorsque l’extrait 
globulaire contient des traces d’albumine il se: forme un léger trouble. 
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granulations et d’éléments bacillaires qui ne prennent pas le 
Ziehl, ni le Gram (Planche III, fig. 2 et 3). 

Jusqu’au trentiéme jour la culture s’enrichit en bacilles, puis 
ceux-ci cessent de se multiplier. Nous n’avons pas encore réussi 
a obtenir des cultures filles sur notre milieu, non plus que sur 
les milieux usuels. 

Les bacilles ainsi développés & partir du filtrat ne paraissent 
pas plus virulents que le filtrat lui-méme. La culture agée de 
plus de seize jours, inoculée jusqu’a la dose de 10 cent. cubes 
sous la peau, n'a déterminé chez les cobayes aucune lésion 
tuberculeuse visible, méme aprés onze mois d’observation ; mais 
les animaux présentent, pendant les premitres semaines, la 
tuméfaction caractéristique du systéme ganglionnaire, et dans 
la pulpe des ganglions on trouve fréquemment, surtout vers la 
deuxiéme semaine, quelques bacilles de Koch dispersés et rares, 
mais trés nets. 

Ces animaux réagissent, mais d'une maniére fugace et incons- 
tante, 4 l’épreuve d’intradermo-tuberculination. 

L’inoculation intraveineuse de la culture de neuf a vingt-trois 
jours au lapin provoque parfois des accidents mortels en vingt- 
quatre a quarante-huit heures. Méme des quantités inférieures 
a4 cent.cube produisent des phénoménes d’intoxication impres- 
sionnants: paralysie ou parésie du train postérieur ou des quatre 
membres ; opisthotonos plus ou moins accentué. Lorsque la 
mort ne se produit pas en quarante-huil heures, l’animal se 
rétablit. 

Avec plusieurs cultures différentes nous avons obtenu les 
mémes résultats. Mais si l’on inocule les mémes cultures agées 
de plus de vingt-trois jours, ou le méme milieu de culture ense- 
mencé avec des filtrats chauffés quinze 4 vingt minutes 4 70° ou 
a |’ébullition, on n’observe plus aucun phénoméne d’intoxica- 
tion. Le milieu de culture, non ensemencé, est lui-méme par- 
faitement inoffensif en injection intraveineuse pour le lapin. 

Il apparait done que la culture d’ultravirus, dans le milieu 
utilisé par nous, produit une toxine extrémement labile, puts- 
quelle n’apparait qu’a partir du neuviéme jour, alors que pré- 
dominent les éléments granulaires, trés fins, non colorables 
par le Ziehl, & peine colorables par le Gram, et qu'elle disparait 
a partir du vingt-troisiéme jour lorsque les éléments granu- 
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luires, qui semblent avoir subi une lyse intense, sont remplacés 
par des éléments bacillaires acido-résislants. 

Le rapprochement s’impose entre les effets de cette toxine 
labile sur l’organisme du lapin et les accidents mortels dont 
A. Couvelaire a signalé la fréquence relative chez les nouveau- 
nés de méres tuberculeuses. Ces accidents se produisent dés les 
premiers jours ou les premiéres semaines aprés la naissance 
de l’enfant et il est impossible de découvrir & l’autopsie la 
moindre lésion qui les justifie. A. Couvelaire les a décrits sous 
la dénomination de dénutrition progressive, tandis que Léon 
Bernard, R. Debré et M. Lelong les qualifiaient de morts inex-— 
pliquées. 


B. — Cutrcres /m vivo. 


\écemment, dans notre laboratoire, C. Ninni [de Naples| (1) 
a montré qu’on pouvait, par inoculation directe des filtrats 
dans les ganglions lymphatiques, obtenir, avec des résultats 
constamment positifs, de véritables cultures in vivo des éléments 
filtrables. 

Dans ses premitres expériences il a utilisé des filtrats de 
voiles jeunes de cultures de tuberculose bovine, agées de huit 
jours, sur milieu de Sauton. L’inoculation se fait trés aisément 
chez le cobaye dans les ganglions du cou qui longent la trachée. 
Ces ganglions sont. voluminenx et peuvent étre mis & nu par 
dissection aseptique. On y injecte facilement, avec une aiguille 
fine, 0 c. c. 1 de liquide (2). On les préléve ensuite, aprés des 
temps variables de huit & soixante jours environ. On les sec- 
tionne eton en prépare des frottis que l’oncolore par la méthode 
de Ziehl. 

Si les opérations sont faites aseptiquement, les cobayes sur- 
vivent presque tous, et c’est lun des avantages de celte tech- 
nique, car elle permet, aprés le prélévement et |’examen micros- 
copique des ganglions, de conserver Jes animaux. 

Entre le huiti¢me et le quinziéme jour, les bacilles sont habi- 
tuellement assez nombreux, tandis que, plustard, ils deviennent 


(1) C. R. Acad, des Sciences, 190, 1930, p. 597; Soc. de Bivlogie, 15 mars 19380, 
p. 894. 

(2) Pour rendre ce liquide plus riche en ultravirus, C. Ninni le concentre 
dans.Je vide jusqu’a réduction & 4/3 du volume primitif. 
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trés rares et, au dela de vingt-deux jours, ils ont disparu. Si, 
de la fin de la premiére & la fin de la seconde semaine on n’en 
trouve pas, il suffit d’une seule réinoculation de passage de 
ganglion 4 ganglion pour les mettre en évidence. 

Une autre méthode de culture in vivo a été mise en pra- 
tique avec T. de S. Monaldi (1) dans notre laboratoire. Elle 
consiste 4 inoculer { cent. cube de filtrat par voie intra-rachi- 
dienne au cobaye jeune ou adulte. La technique en est trés 
simple : 

Un aide doit tenir l’animal de telle sorte que les vertébres 
lombaires soient écartées le plus possible. On implante, entre 
deux apophyses épineuses lombaires, une aiguille & injection 
sous-cutanée de calibre moyen. La sensation particuliére de 
vide que l’on pergoit aprés perforation du ligament interspinal 
et de la dure-mére indique que l'on a pénétré dans le canal 
rachidien. I] ne sort pas de liquide. 

L’inoculation est bien supportée a condition dinjecter trés 
lentement. Chez quelques animaux on constate une parésie du 
train postérieur qui disparait aprés quelques minutes. 

L’ultravirus ainsi introduit dans le canal rachidien donne 
parfois, dés le-sixiéme jour, plus généralement du neuviéme au 
onziéme jour, des amas bacillaires acido-résistants qu’on trouve 
dans les frottis obtenus par écrasement de la moelle épiniére 
et des méninges prélevées au niveau des zones qui présentent 
del hyperémie. Plus tardivement, du quinzi¢me au vingt-neu- 

1éme jour, on peut trouver des bacilles dans les ganglions 
lombaires et trachéo-bronchiques, et aux environs du troisiéme 
jour il existe déja, dans les frottis de la moelle épiniére, des 
formes bacillaires identiques a celles du bacille de Koch, mais 
pas encore acido-résistantes (Planche III, fig. 4). 

L’une et l’aulre de ces méthodes de culture in vive — la pre- 
miére principalement — sont maintenant d'usage courant 
dans nos services. Elles permettent de préciser, plus rapide- 
ment et plus sdrement que par les divers modes d’inoculation 
au cobaye, si, dans un filtrat ou dans un exsudat, il existe des 
éléments d’ultravirus cultivables. Leur technique est simple 
et ne présente aucune difficulté. 


(1) Soc. de Biol,, 103, 22 mars 1930, p. 987. 
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IX. — Conclusions. 
Cycle d'évolution du virus tuberculeux. 
Granulémie prébacillaire et bacillose 


Nous ne devons pas nous dissimuler que nos connaissances 
sur les éléments filtrables du virus tuberculeux et sur leur 
role dans la genése de diverses manifestations pathologiques 
présentent encore beaucoup de lacunes. Nous nous applique- 
rons ales combler. Mais il nous parait que, dés & présent, les 
faits que nous venons d’exposer et qui, pour la plupart, ont été 
déja vérifiés ou contrélés par de nombreux expérimentateurs, 
obligent & modifier les conceptions classiques sur la pathogénie 
de l’infection tuberculeuse. 

I] faut désormais admettre que /a tuberculose, caractérisée 
par la présence, dans divers organes (principalement dans les 
ganglions lymphatiques et les poumons), de cellules géantes 
et de nodules tuberculeux contenant des bacilles de Koch plus 
ou moins virulents et réinoculables en séries successives aux 
animaux sensibles, ne represente que la forme chronique ou la 
phase terminale dune infection réalisée dabord par un ultra- 
virus dontles éléments présentent un cycle d’ évolution trés spécial. 

Ces éléments, d’abord invisibles aux plus forts grossissements 
des microscopes, et susceptibles de passer & travers les filtres, 
apparaissent dans les organes lymphatiques ot ils se multi- 
plient, et dans les cultures en milieux artificiels appropriés, 
sous l’aspect d’un nuage de grains de poussiPre extrémement 
ténus, puis de granules cocciformes dont quelques-uns donnent 
naissance & de ¢rés fins bacil/es qui s’allongent, se divisent par 
scission transversale et deviennent, en acquérant l’acido-résis- 
tance, de véritables bacilles de Koch. 

C. Morton Kahn (1), dans une série de travaux récents, a 
trés exactement observé ces diverses phases en partant — ce 
que nous n’avions pas fait — d’une cellule unique introduite, 
avec la micro-pipette de Chambers, dans une chambre 


(1) American Review of Tuberculosis, 20, n° 2, aott 1929, résumé dans ces 
Annales, 44, mars 1930, p. 259. 
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humide, et développée sous l’objectif méme du microscope. 

Jusqu’a leur dernier stade bacillaire, et tant qu’ils ne sont 
pas encore adaptési la vie parasitaire dans un organisme sen- 
sible, les éléments nés de l’ultravirus sont dépourvus de toute 
aptitude & donner naissance a des nodules tuberculeux. Ils ne 
sont pas tuberculigénes. Par contre, pendant une bréve période 
de leur évolution, et dans certains milieux naturels~ou artifi- 
ciels, ils se montrent capables de produire une toxine trés 
active qui parait avoir une grande affinité pour les cellules des 
centres nerveux. Ils peuvent alors déterminer des désordres 
rapidement mortels, surtout chez les jeunes animaux et chez 
les tres jeunes enfants. Lorsqu’ils n’entrainent pas la mort, 
leur évolution. se poursuit, sans incidents graves pour leur 
héte, jusqu’au parasitisme bacillaire qui peut étre parfaitement 
toléré, ou qui peut provoquer diverses manifestations patholo- 
giques dont l’origine tuberculeuse, soupconnée par les clini- 
clens, n'avait pas encore pu étre démontrée. 

Parmi ces manifestalions il faut, croyons-nous, comprendre 
dés maintenant un grand nombre d’épanchements séreux, 
pleuraux, péricardiques, péritonéaux, méningés, articulaires, 
certaines affections de la peau (érythémes noueux, sarcoides, 
tuberculides papulo-nécrotiques, ,etc.), cerlaines septicémies 
englobant le syndrome, si commun chez les enfants et les 
adolescents, auquel Landouzy avait donné le nom de typho- 
bacillose; enfin la granulie elle-méme, dans laquelle il est 
eénéralement si difficile de découvrir de vrais bacilles de Koch 
colorables au Ziehl, alors que le sang renferme en abondance 
des éléments filtrables d’ultravirus (1). 

Pour toutes ces formes d’infection ot lultravirus parait 
jouer le principal réle et qui, sauf la dénutrition progressive des 
nouveau-nés, la méningite et la granule, sont relativement 
bénignes, nous estimons quil est nécessaire de créer une 
dénomination qui les différencie nettement de la bacillose pro- 
prement dite, et nous proposons le terme de granulémie pré- 
baciliaire. 

(1) Ces vues nouvelles sont confirmées par des observations cliniques et 
des travaux expérimentaux déja nombreux parmi lesquels nous citerons 
ceux de G. Paisseau et ses collaborateurs, E. Sergent, J. Darier, P. Ravaut, 


M. Loygue, Martinelli, Oumansky, Lévy-Solal, Léon Bernard et Desbuquois, 
F, Arlo'ng et A. Dufourt, etc... 
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On réservera alors celui de tuberculose, ou mieux de baca/- 
lose, aux infections généralisées ou localisées que caractérise 
la formation de nodules tuberculeux ou tubercules, et qui évo- 
luent ordinairement avec une allure chronique. 

Depuis longtemps déja Baumgarten, et plus récemment 
E. Sergent, avaient pressenti l’existence d'une « étape prébacil- 
laire virulente » précédant les localisations tuberculeuses. Or 
celles-ci ne sont, en réalité, que le dernier acte d'un drame 
dont le prologue a été une infection générale lymphatique ou 
sanguine réalisée soit par l’ultravirus, soit par les formes 
d’abord granuliques, puis bacillaires, qui en dérivent. 

I} appartiendra désormais aux cliniciens de délimiter les 
domaines respectifs de la granuwlémie prébacillaire, de la gra- 
nulie proprement dite (forme de transition) et de la dacillose. 
Les méthodes d’exploration que nous avons décrites et mises 
en ceuvre leur seront, pour cet objet. d’un précieux secours. 
Nous nous efforcerons encore de les perfectionner. 


VACCINATIONS ANTITUBERCULEUSES PAR LE BCG 
EN AFRIQUE DU SUD 


ETUDES EXPERIMENTALES. 
VACCINATIONS APRES TUBERCULINISATION 
CHEZ LA POPULATION INDIGENE 
PAR INJECTION SOUS-CUTANEE DE BCG, 


par E. GRASSET et A. PERRET-GENTIL. 


(Travail de Institut de Recherches médicales de I Afrique 
du Sud — Johannesburg — et des hépitaux de la Mission 
suisse de Chikhoumbane et Lourenco-Marqués.\ 


Au cours des années 1928-1930, nous avons entrepris, en 
Afrique du Sud, divers travaux expérimentaux et études cli- 
niques sur le BCG. Ces travaux, tout d’abord effectués par 
Yun de nons a l'Institut de Recherches médicales de l'Afrique 
du Sud, furent ensuite poursuivis, en ce qui concerne Tappli- 
cation de la méthode 4 la vaccination humaine, d’une part, en 
collaboration avec les hépitaux de fa Mission suisse de Chi- 
khoumbane et Lourenco-Marqués (Est Portugais africain), et, 
d’autre part, avec les institutions gouvernementales d’asiles 
d’aliénés dans ’Union de T Afrique du Sud. 

Dans celte communication, nous apportons un exposé de 
ces travaux. Nous les exposerons dans l’ordre suivant : 

1° Expériences de contréle sur l’innocuité et les propriétés . 
prémunisantes du BCG; 

2° Expériences relatives & la fixité des caractéres d’atténua- 
tion de la virulence du BCG; 

3° Vaccinations prophylactiques antituberculeuses par injec- 
tion sous-cutanée de BCG 4 520 sujets aprés tuberculinisation 
portant sur 2.000 sujets. 
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I. — Expériences de contréle sur linnocuité 
et les propriétés prémunisantes du BCG. 


Avant de procéder & l’application de la vaccination humaine, 
nous avons tenu & répéter personnellement, A |’Institut de 
Recherches médicales de l'Afrique du Sud, quelques expé- 
riences de controle qui devaient contribuer, par le nouveau 
témoignage qu’elles apportent de innocuité du BC, a écarter 
toute appréhension a l’égard de l’application de cette méthode. 

La souche qui fut utilisée pour ces expériences provient 
d'une culture n° 350 gui nous fut obligeamment fournie par 
M. le professeur Calmette, en avril 1928, et que nous entre- 
tenons depuis a l’Inslitut de Recherches médicales de l'Afrique 
du Sud. 

Nos expériences ont porté sur 66 animaux : 40 cobayes et 
26 lapins. 

Quatre lots de cobayes recurent en injections sous-cutanées 
des quantités de BCG correspondant respectivement & 4 milli- 
gramme, 1 centigramme, 1 décigramme ect 1 gramme de 
bacilles pesés & Vétat humide. Afin d’obtenir une émulsion 
aussi homogéne que possible, les corps bacillaires furent 
soumis 4 l’agitation dans un récipient en Pyrex contenant des 
billes d’acier. Pour faciliter la résorption de la plus grande 
quantité possible de bacilles, particuliérement avec les grosses 
doses que nous avons ulilisées, ces injections furent pratiquées 
en plusieurs points sous la peau des animaux. 

Plusieurs lots de lapins regurent parallélement des doses 
semblables. de BCG par injections sous-cutanées. Nous avons 
injecté des doses aussi formidables afin de nous rendre compte 
Si ces injections massives, par voie sous-cutanée, étaient sus- 
ceptibles de produire, indépendamment du facteur virulence, 
des lésions nécrotiques dans l’organisme. 

Dans un dernier groupe, 6 lapins recurent une injection 
intraveineuse de 15 4 20 milligrammes de BCG sous le volume 
de 4 cent. cubes. ; 

Ces divers groupes d’animaux furent maintenus en obser- 
vation pendant une année, périodiquement pesés, leur tempé- 
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rature prise quotidiernement pendant le premier mois suivant 
Vinjection, puis toutes les semaines pendant les mois suivants. 

Un certain nombre d’animaux de chaque groupe furent 
sacrifiés & différents intervalles au cours de cette période, res- 
pectivement deux jours, dix jours, viugt-trois jours, deux mois, 
quatre mois et huit mois aprés la date d’injection, ceci- afin de 
suivre l’évolution des réactions organiques consécutives & 
Vintroduction des différentes doses de BCG. 

Aprés autopsie, une partie des organes des animaux fut fixée 
et réservée pour des études anatomo-pathologiques; l'autre 
servit, d’une part 4 la recherche du BCG par coloration de frottis, 
d’autre part a la réinoculation, apres broyage, & des animaux 
neufs. Le méme procédé fut employé pour les animaux qui suc- 
combérent en cours d’observation de maladies intercurrentes. 

Sans vouloir entrer dans les détails de cette expérimenta- 

ion, qui n’apporteraient en eux-mémes aucun fait nouveau, 
nous pouvons résumer ses résultats comme suit : en aucun cas 
Vinjection sous-cutanée de BCG chez les cobayes ou les lapins, 
méme aux doses énormes de 1 gramme, n’a provoqué la for- 
mation de lésions évolutives ou n’a entrainé la mort. Plusieurs 
des animaux inoculés avec 1 centigramme, 1 décigramme et 
1 gramme, ainsi que les quatre lapins injectés par voie intra- 
veineuse, ont repris, ‘aprés une période d’irrégularité de tem- 
pérature, accompagnée ou non de perte de poids, un bon état 
général et un développement satisfaisant. 

Trois des cobayes injectés avec 1 cenligramme, tous les 
cobayes ayant recu 1 décigramme ou 1 gramme, ont présenté, 
aux points d’inoculation, un ou plusieurs nodules ou abcés 
qui s’éliminaient rapidement au cours du premier mois, ou 
persistaient sous forme de petit rodule enkysté pour se résorber 
a la longue ou suppurer parfois pendant plusieurs mois. 

Chez deux cobayes sacrifiés deux mois aprés l’injection de 
1 gramme et 1 décigramme, et chez un troisiéme sacrifié quatre 
mois aprés l’injection de 1 gramme, nous avons trouvé, outre 
de petits follicules pulmonaires et hépatiques, rencontrés en 
général chez tous les animaux injectés avec ces grosses doses, 
des ganglions inguinaux et abdominaux, purulents ou nécro- 
tiques jusqu’a la grosseur d’une féve. Par contre, en aucun cas 
nous n’avons pu déceler macroscopiquement ou microscopique- 


44 
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ment de lésions nécrotiques au niveau des organes (poumon, 
foie, rein, capsules surrénales) de ces animaux, de méme que 
dans ceux provenant de 18 animaux inoculés avec diverses doses 
par voie sous-culanée ou cutanée au cours de huit mois. 

Ces ganglions nécrotiques, qui contenaient des bacilles acido- 
résistants en grande quantité, furent réinoculés aprés broyage 
& de jeunes cobayes sains : ces réinoculations n’ont déterminé 
chez aucun de ces animaux de lésion tuberculeuse évolutive, 
ni influencé en aucune fagon leur développement. Il en fut de 
méme pour toutes les réinoculations d’organes (poumon, rate, 
foie) ou d’abeés froid d’animaux sacrifiés & divers intervalles. 


EXPERIENCES RELATIVES AUX PROPRIETHS PREMUNISANTES DU BCG. 
— Dix cobayes et six lapins, appartenant aux différents groupes 
mentionnés dans l’expérience précédente, furent soumis, deux 
mois aprés l’injection de BCG, & Vinoculation sous-cutanée 
d’épreuve de bacilles tuberculeux virulents d’origine bovine, 4 
raison de 4/10.009 de milligramme pour les cobayes et 1/5.000 
de milligramme pour les lapins. Simultanément, des animaux 
témoins — 6 cobayes et 4 lapins — regurent des doses sem- 
blables de bacilles virulents par la méme voie : tous les 
cobayes témoins succombérent, au cours des troisiéme et qua- 
triéme mois, de tubereulose généralisée. Pour ce qui concerne 
les cobayes vaccinés, bien qu’aucun de ceux-ci n’ait survécu 
plus de soixante-deux jours au dernier des témoins, nous 
avons pu noter des différences marquées dans l’évolution de 
Vinfection et le type des lésions : maintien plus prolongé du 
poids et du bon état général des animaux, apparition plus tar- 
dive des tuméfactions ganglionnaires de la zone d’injection 
(trois &cing semaines plus tard que chez les témoins). 

A cette époque d'arrét de quelques semaines au niveau des 


organes lymphatiques — indice d’une tendance de l’organisme 


a limiter linfection — succéda cependant l’invasion généra- 
lisée aboutissant 4 la mort. Durant cette derniére phase nous 
retrouvons encore, dans de nombreux cas, cette tendance de 
Vorganisme & circonscrire les lésions sous forme de réaction 
conjonctive au niveau des parenchymes. 

Chez les lapins cette réaction conjonctive, plus étendue et 
plus manifeste que chez les cobayes, traduit une résistance 
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plus nette & l’infection. Alors que tous les lapins témoins ont 
succombé en moins de quatre mois, présentant des lésions 
caséeuses étendues, les lapins vaccinés ont montré une tolé- 
rance notable a l’égard des bacilles virulents pendant les deux a 
quatre premiers mois; cette période, marquée par une hyper- 
plasie généralisée du systéme lymphoide, a été suivie imvaria- 
blement, dans nos expériences, d’une généralisation de l’infec- 
tion, retardée néanmoins par la production de tissu de sclérose 
tendant & lenkystement des lésions. Ce fait nous parut parti- 
culitrement marqué chez les lapins vaccinés par voie intra- 
veineuse (15 milligrammes) qui, bien qu’ayant recu des doses 
beaucoup moindres que ceux injectés par voie sous-cutanée, ont 
montré de grosses réactions scléreuses pulmonaires avec 
épaisses adhérences pleurales aboutissant & la formation de 
lésions fibro-caséeuses souvent nettement limitées. En dehors 
du systeme lymphoide constamment intéressé, l'appareil pul- 
monaire nous parut le plus fréquemment atteint, puis le rein, 
qui présentait de gros abcés caséeux ou de petits abcés miliaires 
d’élimination au niveau des glomérules. 


Il. — Recherches expérimentales 
sur la stabilité des caractéres d’atténuation du BCG. 


Il nous a paru intéressant de rechercher si les caractéres 
d’innocuité du BCG étaient susceptibles d’étre altérés par des 
passages en série effectués sur des milieux sélectifs, exempts de 
bile. On sait, en effet, qu'il est parfois possible, par ce procédé 
de repiquage en série sur des milieux appropriés, soit de resti- 
tuer, tout au moins partiellement, soit d’exalter la virulence 
ou la toxicité de divers microorganismes. 

Dans le but d’obtenir une culture rapide et abondante, per- 
mettant des passages rapprochés, nous avons choisi le milieu 
synthétique de Sauton additionné de 5 p. 100 de glucose 
(addition de ce sucre favorisant considérablement le dévelop- 
pement du BCG). 7 

Depuis aotit 1928 nous entretenons une souche de BCG sur 
ce milieu Sauton glucosé. Les passages, effectués d’abord tous 
les quinze jours, ont été effectués par la suite de quarante-huit 
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heures & une semaine, la culture en voile obtenue recouvrant 
déja toute la surface du milieu en ce laps de temps. Microscopi- 
quement, ces voiles jeunes présentent des éléments gréles, tres 
granuleux et faiblement acido-résistants. 

En aotit 1929, soit aprés une année de passages continus, 
nous ayons réinoculé la souche entretenue dans ces conditions 
a des lots d’animaux (cobayes et lapins) pour nous rendre 
compte si ses caractéres biologiques étaient devenus différents 
de ceux de la souche originelle. 

Afin de posséder des points de comparaison, nous avons 
injecté par voie sous-culanée, comme dans l’expérience de con- 
trdle n° 1, des lots de cobayes (20) et de lapins (410), respecti- 
vement avec des doses semblables de bacilles, soit 4 milli- 
gramme, 1 centigramme, 1 décigramme et 1 gramme. Un 
dernier groupe de lapins regut 15 milligrammes par voie intra- 
veineuse. 

Nous pensons que l’injection sous-cutanée, pratiquée en une 
série de points, présente sur l’injection intraveineuse ou intra- 
cardiaque cet avantage qu elle écarte la possibilité de thrombose 
par transport direct des bacilles dans le parenchyme des organes, 
particuligrement au niveau des capillaires pulmonaires, throm- 
bose pouvant secondairement faciliter ou provoquer la formation 
de petits foyers de nécrose. 

Dans cette expérience, nos recherches ont porté particulié- 
rement sur les points suivants : déterminer si, indépendam- 
ment des doses injectées, le bacille, par suite des conditions 
auxquelles il fut soumis, a pu récupérer des propriétés nécro- 
santes, et si, éventuellement, les caractéres évolutifs et histo- 
logiques des lésions different de ceux observés au niveau des 
ganglions des animaux qui ont regu par voie sous-cutanée des 
doses massives de BCG. 

Or les faits montrent que les propriétés biologiques du BCG 
niont été aucunement modifiées. Les animaux, cobayes et 
lapins, injectés dans les conditions précitées, se sont com- 
portés exactement comme les animaux injeclés avec la souche 
BGG originelle [expérience n° 1] (1); l’examen anatomo-patho- 


(1) A ces facteurs nous avons jugé intéressant d’ajouter l’action défavo- 
rable de la gestation répétée (jusqu’a 3 pour certains animaux), phénoméne 
dont on connait le caractére aggravant en matiére de tuberculose. Dans ce 
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logique de leurs organes n'a montré aueune différence appré- 
ciable avec les organes des animaux injeclés avec le BCG ori- 
ginel. 

En ce qui concerne plus particuligrement les lésions nécro- 
tiques, quatre cobayes injectés, Pun avec 1 décigramme, les 
trois autres avec 1 gramme, ayant présenté, a plusieurs 
reprises, des élévations de température jusqu’a 39°5, tout en 
conservant un bon état général, furent sacrifiés au cours du 
quatriéme mois. 

L’autopsie de ces avimaux nous montra de petits ganglions 
abdominaux purulents ou & centre nécrotique, plusieurs 
d’entre eux étant d’ailleurs scléreux et en voie de régression. 
Ces ganglions, de mémes caractéres macroscopiques que ceux 
observés chez les animaux injectés avec la souche originelle, 
contiennent, comme ces derniers, de nombreux bacilles acido- 
résistants. Histologiquement ces lésions différent notablement 
de celles produites par un bacille tuberculeux virulent. On 
trouve, dans la partie centrale en voie de destruction, ainsi 
_ que dans la zone limitant celle-ci, une grande proportion de 
leucocytes polynucléaires mélangés & des cellules épithélioides 
et & des lymphocytes, et de rares cellules géantes de petites 
dimensions. La zone périphérique des ganglions, en général 
fortement hyperplasiée, est limitée extérieurement par une 
coque fibro-conjonctive dense, d’ot partent d’importantes tra- 
vées conjonctives se dirigeant vers le centre du ganglion. 

Disons enfin que la réinoculation de ce matériel nécrotique 
n'a déterminé, pas plus que dans l’expérience n° 1, aucun 
trouble appréciable chez les animaux ainsi injectés. 

Chez tous les animaux examinés, ces processus de nécrose 
sont restés limités au syst8me lymphatique. Les follicules 
souvent nombreux rencontrés au niveau des organes dispa- 
raissent sans persistance de tissu cicatriciel. 

L’ensemble de ces expériences, en plus du témoignage expé- 
rimental qu’elles apportent a Vinnocuité du BCG, montre que 
la culture en série de cette souche, effectuée durant une année 


but les trois quarts des animaux inoculés furent choisis parmi les femelles 
dont plusieurs en état de gestation. Les inoculations pratiquées n’ont pas 
influencé l’évolution des gestations en cours ou celles intervenues ultérieu- 
rement. Les petits issus de ces femelles se sont également bien développés. 
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sur milieu synthétique de Sauton glucosé exempt de bile, n'est 
pas parvenue & modifier les caractéres de fixité d’atténuation 
du BGC, voire méme d’influencer d’une facon appréciable les 


caractéres réactionnels de l’organisme & son égard (1). 


VACCINATIONS ANTITUBERCULEUSES 
PAR INJECTION souSs-cUTANKE DE BCG. 


Pour se faire une idée juste du probléme social que consti- 
tue actuellement la tuberculose en Afrique du Sud, ainsi que 
des mesures qui peuvent étre proposées pour combattre cette 
maladie, il nous parait nécessaire de rappeler tout d’abord les 
conditions particulitres dans lesquelles il se présente. Si la 
tuberculose est relativement peu fréquente parmiles Kuropéens 
de l'Afrique du Sud, elle constitue une grave menace pour les 
races noires indigénes. 

Cette question est rendue encore plus importante du fait 
quelle est en partie liée & des problémes d’ordre économique 
et industriel, par suite du développement rapide de gros 
centres urbains, et de l’extension croissante des industries 
miniéres, ot les noirs constituent la main-d’@uvre principale. 
En plus du changement radical de vie qu’impose ce contact 
brutal avec la civilisation, s’ajoutent les risques inévitables de 
contagion tuberculeuse. auxquels ces individus sont cons- 
tamment exposés. Ce n’est que grace 4 des organisations 
d’hygiéne rigoureuses que peuvent exister des agglomérations 
indigénes telles que celles des mines du Rand comptant prés 
de 200.000 ouvriers noirs. 

Bien que, par suite du contact des indigénes avec l’Européen 
(remontant dans certaines contrées & plusieurs siécles, par 
exemple dans la colonie du Cap), l'état de tolérance des noirs 
de l'Afrique Australe envers la tuberculose soit supérieur & 
celui des noirs de |’Afrique Centrale, cette tolérance est loin 

étre égale & celle de Européen, et la tuberculose revét géné- 
ralement chez eux un caractére rapidement évolutif, cette 
évolution ne dépassant que rarement un a deux ans. Cet état 


(1) Ges derniétres expériences concordent avec celles publiées récemment 
par A. Boquet et L. Négre (C. R. Soc. Biol., 403, février 1930, p. 290): Sur Ja 
fixité des caractéres d’atténuation de la virulence du vaccin BCG. 
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de tolérance relative se traduit par la proportion élevée des 
individus réagissant & la tuberculine bien qu’étant appa- 
remment sains. 

En ce qui concerne |Union de l'Afrique du Sud, cette 
question, qui a fait l’objet d’une étude approfondie du « Tuber- 
culosis Research Committee », montre que, sur une campagne 
de tuberculination portant sur 78.000 sujets, 67 p. 400 d’entre 
eux ont fourni une réaction positive ala tuberculine. Les docu- 
ments auxquels nous empruntons ces chiffres faisant partie 
d’un ouvrage d’ensemble publié par ce comité, nous envisa- 
gerons d’une facon plus détaillée, en dehors des tuberculi- 
nations effectuées dans les asiles d’aliénés de l'Afrique du Sud, 
cette question dans l'Est Portugais africain, ou l'un de nous a 
effectué, durant les années 1928-1929, une enquéte et une cam- 
pagne de tuberculination en vue de la vaccination par le BCG. 

Ces renseignements concernent plus spécialement le district 
sud de Lourenco-Marqués owt la tuberculose est particuliére- 
ment répandue. A la haute sensibilité naturelle des noirs a la 
tuberculose, viennent s’ajouter les conditions médiocres de vie 
(44% p. 100 de mortalité infantile) qui favorisent la contagion 
individuelle, et c’est grace & l’évolution rapide de la maladie 
que les contagions ne sont pas plus fréquentes. A ceci vient 
sajouter encore une série de facteurs aggravants : infections 
endémiques telles que paludisme, syphilis, ankylostomiase et 
infections parasitaires multiples, sans compter l’alcoolisme. On 
comprend que, dans ces conditions, la mortalité des tuber- 
culeux hospitalisés s’éléve & 90 p. 100, et que la mortalité par 
tuberculose accuse, selon les rapports officiels portugais, un 
coefficient de 27 p.100 dela mortalité générale. Dans ces chiffres, 
les hommes, et particuliérement les adultes, constituent une 
forte majorité (70 & 85 p. 100). Ce sont eux, en effet, qui, par 
Jeur genre de vie, leurs déplacements et séjours dans les centres 
commerciaux et industriels, sont le plus exposés a la contagion. 

Nos statistiques montrent que les localisations pulmonaires 
sont, de beaucoup, plus fréquentes (65 & 75 p. 100) que les 
formes chirurgicales. Les lésions fibro-caséeuses constituent la 
majorité. Le type fibreux est rare, les pleurésies de méme. La 
recherche des bacilles de Koch faite aussi systématiquement 
que possible a donné des résultats positifs dans 85 p. 100 des cas. 
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INTRADERMO-REACTIONS. 


En vue de sélectionner les individus non allergiques, pour 
les soumettre & la vaccination au moyen du BCG, nous avons 
procédé & des épreuves de tuberculination dans divers milieux 
indigenes. Ces réactions, effectuées dans I’Union de l'Afrique 
du Sud et dans l'Est portugais, portent sur un total de 2.000 su- 
jets, en majorité de race Bantou. 

L’intradermo-réaction fut la technique adoptée d’une fagon 
systématique, le test consistant en l’injection intradermique de 
0 c.c. 1 de la solution au 5/1.000 de la vieille tuberculine de 
Koch dans l’eau phéniquée 40,5 p. 100. La lecture des réac- 
tions a été effectuée quarante-huit heures aprés |’injection, 
lectuce souvent rendue délicate 4 cause de la pigmentation 
du tégument des noirs (1). 

Tout cedéme supérieur 4 5 millimétres de diamétre a été 
considéré comme réaction positive. 

Chez 1.230 individus, la réaction a été pratiquée une fois; 
les 770 autres ont été soumis 4 deux épreuves a quinze jours 
dintervalle. Les renseignements suivants, recueillis par l’un 
de nous, portent sur 1.000 sujets indigénes du district de 
Lourenco-Marqués. 

Ces réactions ont porté dans la majorité des cas sur des 
sujets agés de six & quarante ans. En vue de faciliter l’inter- 
prétation des résultats, nous avons réparti, dans le tableau 
suivant, les pourcentages d’individus en état d’allergie, selon 
lage des sujets correspondant plus ou moins aux différents 
stades de leur vie : de zéro & deux ans (allaitement), de six & 
quinze ans (école), de seize & vingt ans (travail-dans les centres 
urbains), de vingt et un 4 quarante ans (travail dans Jes mines). 


POURCENTAGE 
AGE A aie 
des intradermo positives 


De 0 4 2 ans 


ante soda g: BS Rival otk PR Siete LS RRR ane he ee ees 40 
IDI RTA SeenON Pe ete wns eae emo are, wee de ey 22 
Dem6r'a 26 ANS. cit a. eines ee ni eee ee na Sea ee 37 
Deiib 73720 “ans HE sans, SACP Re PRR Eee ee ky 
Den 200 ded 0. 0 Si ae nee ci Nara SS oe ee 46 
Au-dessus de 41 ans... .ss5. So. 6. fb oa et 50 


(4) Crest pour cette raison que nous avons accompagné, pour une certaine 
proportion des cas, lintradermo-réaction d’une réaction témoin, consistant 3 
inoculer seule la solution phéniquée servant aux dilutions de tuberzuline. 
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Il est intéressant de remarquer que le pourcentage des cas 
positifs croit avec l’Age. En ce qui concerne le sexe, si nous 
comparons les résultats obtenus chez les hommes et les femmes 
entre vingt et quarante ans, nous constatons des différences 
assez variables selon le genre de vie des individus. Alors 
qu’en certains districts de Ja brousse nous observons des 
pourcentages respectifs de 33 p. 100 chez les hommes et 
15 p. 100 chez les femmes, en d’autres points plus rapprochés 
des grands centres ces pourcenlages atteignent 72 p. 100 pour 
les hommes et 60 p. 100 chez les femmes. Cette influence du 
contact avec la civilisation sur l’allergie des noirs est encore 
plus accusée pour les sujets habitant les centres proprement 
dits. 

Si nous considérons les enfants de six & quinze ans, alors 
que le pourcentage dans la brousse est de 37 p. 100, il atteint 
54 p. 100 & Lourengo-Marqués. En certaines stations mission- 
naires, ou vivent de nombreuses veuves de tuberculeux, le 
pourcentage atteint 48 p. 100 chez les enfants et 75 p. 100 chez 
les adultes. 

Ces pourcentages, bien que trés élevés, sont cependant sur- 
passés par ceux que nous avons obtenus dans les asiles 
d’aliénés, ot: ils atteignent leur maximum; ceci étant di a la 
vie sédentaire et au contage direct parmi les sujets hospita- 
lisés. Ainsi, pour deux de ces établissements, ot 773 sujets 
ont été soumis systématiquement 4 2 intradermo-réactions 
conséculives, le nombre des sujets présentant une allergie 
tuberculeuse s’est élevé & 729, soit environ 94 p. 100. 

On peut étre quelque peu surpris la lecture de ces chiffres 
traduisant Ja propagation de la tuberculose qui, partant des 
centres de civilisation, a pénétré jusqu’en pleine brousse parmi 
les populations indigénes. 

En ce qui concerne le BCG, ces faits montrent que, contrai- 
rement & ce que pouvions espérer, la vaccination par cetle 
méthode ne peut étre appliquée utilement qu’a une proportion 
relativement restreinte de la population indigéne, d’ot lanéces- 
sité que nous entrevoyons pour l’avenir d’étendre particulié- 
rement celle-ci aux individus en bas-dge, ou encore mieux aux 
nouveau-nés. 
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VACCINATIONS PAR INJECTION SOUS-CUTANKE DE BCG. 


Ces vaccinations, entreprises au début de 1929, comportent 
un total de 510 sujets se répartissant comme suit : 


Est Portugais Africain. 


360 noirs : Hopital de la Mission Suisse de Chikhoumbane, Dr Perret-Gentil, 
110 noirs : Hépital de la Mission Suisse de Lourengo-Marqués, Dt Blanc. 


Union de l’Afrique du Sud. 
40 noirs : Asiles d’aliénés: Port Alfred, D® Groley; Fort Beaufort, D™ Glashan. 


Le vaccin, préparé sous le contrdle de l’un de nous a I’Ins- 
titut de recherches médicales de | Afrique du Sud, a été utilisé 
dans les dix jours qui suivaient sa préparation. Les émulsions 
vaccinales, provenant de cultures en milieu synthétique de 
Sauton de dix 4 quinze jours, furent préparées selon la tech- 
nique et avec les précautions usuelles, nécessaires pour obtenir 
des émulsions trés homogénes et donnant le minimum de réac- 
tions locales. 

Les doses destinées aux vaccinations sous-cutanées furent 
fixées & 1/20 de milligramme de BCG pour les adultes et 1/40 
de milligramme pour les enfants, sous le volume de 2 et 1 cent. 
cube. Les injections furent pratiquées dans le tissu sous-cutané, 
généralement dans la région sous-scapulaire. 

Les vaccinations furent effectuées chez tous les sujets qui, 
aprés tuberculination, n’avaient pas présenté d’allergie. 

Cependant, comme nous l’avons indiqué plus haut, linter- 
prétation des intradermo-réactions étant parfois trés délicate 
chez les noirs, la vaccination fut étendue & un certain nombre 
de sujets présentant une réaction douteuse. 

Dans l’ensembie, les vaccinations ont été trés bien tolérées. 
En aucun cas elles n’ont proyoqué de réaction générale; tout 
au plus, chez quelques individus, a-t-on remarqué une légére 
augmentation de température ue dépassant pas 38° durant les 
vingt-quatre heures suivant l’injection. 

Localement, la vaccination n’a déterminé, dans la plupart 
des cas, qu’une réaction purement passagére, cedéme ou indu- 
ration, disparaissant en quelques jours. Chez un nombre relati- 
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vement restreint d’individus, elle a été suivie soit d’induration 
plus prononcée, persistant pendant plusieurs mois, soit de la 
formation de petits abcés froids, enkystés, limités au point d’ino- 
culation et s’éliminant parfois tardivement (26 cas). Ces réac- 
tions peuvent étre en partie attribuées & ce que les séries de 
vaccinations auxquelles appartenaient ces indigénes compre- 
naient des individus & intradermo-réaction douteuse, car, dans 
les asiles d’aliénés ot les indigénes ont pu étre soumis & deux 
tests consécutifs, nous n’avons observé aucun abces chez les 
sujets vaccinés. 

A ce propos, il est intéressant de noter qu’une importante 
proportion de ces noirs & intradermo-réaction douteuse qui ont 
présenté une induration plus ou moins prononcée ont fini par 
résorber totalement le vaccin. 

Nous nous demandons, donc, s’il n’y aurait pas intérét, dans 
Vavenir, 4 étendre systématiquement la vaccination a ces sujets 
qui présentent un faible état d’allergie tuberculeuse, et nous 
nous proposons de rechercher si ces sujets bénéficient aussi net- 
tement que les non-allergiques de la vaccination par le BCG. 

Pour ce qui est des indigénes vaccinés dans |’Est portugais 
africain, bien qu’il n’ait pas été possible de les soumettre a des 
examens périodiques, ou a des tests, comme il en a été pratiqué 
pour les indigénes vaccinés dans les asiles d’aliénés, nous pou- 
vons affirmer, d’aprés les enquétes que nous avons poursuivies, 
qu’aucun d’entre eux n’a présenté, au cours de l’année quia 
suivi la vaccination, de lésion tuberculeuse quelconque. 

Pour les 40 sujets vaccinés dans les asiles d’aliénés, nous 
pouvons donner des résultats beaucoup pius précis parce qu’ils 
ont été l’objet d’observations suivies pendant toute une année. 
Au cours de cette période, aucun n’a présenté de signe suspect 
de tuberculose, bien qu ils se soient trouvés dans des conditions 
particuliérement défavorables 4 cet égard, en raison des occa- 
sions fréquentes et continues de contagion tuberculeuse 
dans ces établissements. 2 de ces sujets vaccinés, qui ont suc- 
combé 4 d’autres affections au cours de cette période d’obser- 
vation, n’ont présenté a l’autopsie aucun signe de tuberculose. 

Aprés dix mois d’observation, les 38 sujets restants furent 
soumis & une nouvelle épreuve de tuberculination selon la 
technique antérieurement adoptée. 34 fournirent une réaction 
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positive. Les 4 sujets négatifs furent alors soumis & une reyac- 
cination sous-cutanée de 1/20 de milligramme de BCG. 

Parmi les sujeis non vaccinés, en état d’allergie & la date de 
la vaccination, 14 ont fait une tuberculose évolutive, 8 dentre 
eux sont morts dans le cours de cette période d’une année. Ces 
chiffres ne comprennent pas les sujets déja atteints de tuber- 
culose en évolultion lors de la vaccination, ce qui doublerait 
environ le nombre total des décés. 


* 
* »¥ 


Ces premiéres applications du BCG a la vaccination humaine 
en Afrique du Sud ne présentent qu'une valeur relative, vu le 
nombre encore restreint de sujets sur lesquels elles ont porté, 
et le peu de recul dont nous disposons actuellement. Mais les 
résultats déji acquis n’en sont pas moins encourageants, si 
Von tient compte des conditions particuliéres de sensibilité et 
de contagiosité chez les noirs, en matiére de tuberculose. Nous 
sommes persuadés de l’intérét et de l’utililé qu'il y a & pour- 
suivre ces vaccinations. 

Nous espérons que ces expériences de vaccinations par le 
BCG, méthode qui s'est montrée en tous points inoffensive, 
seront le point de départ de campagnes de vaccinations beau- 
coup plus étendues. 

Comme nos pourcenlages de tuberculination le montrent, il 
y a intérét & diffuser particuliérement la vaccination chez les 
noirs en bas-dge, le plus tot possible aprés la naissance. Le 
maximum de résultat serait évidemment atteint en effectuant 
la vaccination chez le nouveau-né soit par injection, soit par 
ingestion. Ce mode de prophylaxie, dont nous espérons’ voir 
lorganisation prochaine se développer dans divers centres 
urbains, nous parait cependant difficilement réalisable parmi 
les populations indigénes loin des centres, vu les difficultés de 
dépistage et de contrdle des naissances. 

Nous nous proposons donc d’étendre nos campagnes de vac- 
cination surtout dans les milieux infantiles, parce que nous 
sommes convaincus que l'emploi judicieux du BCG peut con- 
tribuer & réduire, dans une forte proportion, la mortalité par 
tuberculose chez les races indigénes de l'Afrique du Sud. 


—— ves 


i 


L’ENCEPHALO-MYELITE ENZOOTIQUE EXPERIMENTALE 
(MALADIE DE BORNA) 


[DEUXIEME MEMOIRE] (1) 


par S. NICOLAU et I. A. GALLOWAY. 


Depuis la publication de notre premier mémoire sur la 
maladie de Borna, nous avons enregistré un certain nombre 
de faits expérimentaux nouveaux. Ceux qui se rattachaient a 
la notion des septinévrites ont été exposés dans un travail d’en- 
semble (2); d’autres faits, ainsi que ceux résumés en partie 
dans une série de notes présentées & la Société de Biologie (3), 
seront exposés dans Je présent travail. 

Nous envisagerons successivement : la conservation du virus 
in vitro, a }’état sec ou dans différents liquides; quelques pro- 
priétés du virus; l’action de certaines substances sur le virus 
de Borna, in vitro ou in vivo. 

Dans un autre travail, qui paraitra. prochainement, nous 
donnerons les résultats des expériences concernant : l’aclion 
pathogéne du germe sur les animaux d’expérience; la conta- 
mination de cage; la possibilité d’infecter les lapins par 
administration de virus dans l’estomac ou par voie intramus- 
culaire; les septinévrites; quelques données sur l’anatomie 
pathologique; l'immunisation des animaux d’expérience ; l'étude 
des anticorps; les « lésions d’immunité ». 


(1) Le premier mémoire que nous avons publié sur cette question a paru 
sous forme de monographie : Nicotavu et GatLoway, Borna disease and Enzootic 
Encephalo Myelitis of Sheep and Cattle. His Majesty’s Stationery office, Lon- 
don, 1928. 

(2) Nicotav, O. Dimancesco-Nicotau et Gattoway, Etude sur les septinévrites 
a ultra-virus neurotropes. Ces Annales, 43, 1929, p. 1-88. 

(3) Nicotau et Gatnoway. C. R. de la Soc. de Biol., 99, 1928, p. 1457; 100, 
1929, p. 534; Nicotav, GatLoway et Srroran. [b2d., 100, 1929, p. 607; GaLLoway 
et Nicotau. Ibid., 100, 1929, p. 537; Nrcotau et Stroran. [did., 100, 1929, p. 86; 
Srroran. Ibid., 100, 1929, p. 93; Bratianu et Lompart. [6id., 401, 1929, p. 792. 
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I. — ConsERVATION DU VIRUS A L’ETAT SEC. 


I] était intéressant de savoir si le virus de la maladie de Borna 
pouvait se conserver longtemps a l'état sec, et ceci pour pouvoir 
envisager la possibilité de contamination spontanée des ani- 
maux sensibles (cheval, mouton, beeuf) dans les épizooties, par 
les poussiéres. Les premiéres expériences de Zwick (1) montrent 
que: une émulsion cérébrale virulente desséchée de six a 
dix heures & 30° perd complétement son pouvoir pathogéne si 
on l’inocule aux lapins de un jour a dix jours aprés ce mode de 
dessiccation. Des expériences plus récentes faites par les mémes 
auteurs (2) ont abouti aux conclusions suivantes : une émul- 
sion au 1/25 de cerveau virulent, desséchée pendant vingt- 
quatre heures dans !’appareil de Faust-Heim & 37°, perd com- 
plétement son pouvoir pathogéne. Des fragments de cerveau 
virulent, desséchés sur potasse & la température de la chambre 
pendant trois jours, gardent encore leur virulence. Par contre, 
cette dessiccation prolongée pendant quatre, cing et dix jours 
enléve complétement la virulence du matériel desséché. 

En résumé, le virus de l’encéphalo-myélite enzootique serait, 
selon les auteurs allemands, tras peu résistant & la dessiccation. 
Nos expériences, faites avec une autre méthode, ont abouti a un 
résultat tout différent. 


Experiences. — Du cerveau virulent, coupé en petits frag- 


ments, est desséché dans le vide sulfurique pendant quarante- 


huit heures & la température du laboratoire. Les fragments 
desséchés sont transformés en poudre, et la poudre mise dans 


des petits tubes préparés spécialement; les tubes sont bouchés 
au coton, et au-dessus du coton on introduit dans les tubes 


une couche de 4 centimétre environ de pentoxyde de phos- 
phore qu’on change tous les dix jours approximativement. 
Les tubes ainsi préparés sont déposés dans un exsicateur 
contenant du P*0°; ensuite, on fait le vide dans l'appareil. 
Le tout est gardé & la température de la chambre. Voici le 


(1) Zwick, Serriep et Wirrg. Zeitschr. f. Infectionskrank, d. Haustiere, 30, 
1926, p. 116. 


(2) Zwick, Surrraimp et Wrrre. Ibidem, 32, 1927, p, 157. 


— 
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schéma. d’un tube renfermant la poudre de cerveau virulent : 


Substance cerebrale 
virulente desséchee 
reduite en poudre 


Fie. 1 


Une partie du méme cerveau ayant servi & la dessiccation 
est mis dans de la glycérine, a la glaciére, et sert de témoin 
de la virulence du tissu desséché. 

Aprés un nombre de jours déterminé, on retire de l’exsicateur 


Tasteau I. — Etude de la conservation de la virulence 
du virus desséché. 


3 n ° < n a 3 Lat 2 
TEMPS ag & E Beg| 2a6 SUITE S = 
fs el ie BO) a7 8 E : eS 
de conservation % ss pa = | =&2| des inoculations es 
f kK S) Suri od iS) 
| \ oO a 
222B | 1.900 |Mort le 38e jour.| +++ 
c. gata 293B | 2.640 |Mort le 44° jour.} +++ 
A ——— | | | 
18B | 1.400 |Mort le 29¢ jour.) +++ 
(Glycériné.) 919B | 1.440 |Mort le 34° jour.| +++ 
44 jours... rs eee i EOE | 
226B | 1.580 |Mort le 35¢ jour.) ++-++ 
227B | 4.440 |Mort le 34¢ jour.| +++ 
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des tubes contenant la poudre de cerveau & étudier ; on émul- 
sionne celte poudre dans de l’eau physiologique, et on inocule 
|’émulsion sous la dure-mére des lapins. Le tableau n° I montre 
le résultat de ces inoculations : 

La dessiccation et la conservation dans le vide avec P?0° 
permettent donc de garder la virulence du germe de Cencéphalo- 
myélite enzootique pendant cent jours au moins. 

D’autres expériences récentes nous montrent que lasurvie du 
germe de la maladie de Borna, a l'état sec, peut avoir lieu aprés 
un séjour encore plus long dans le vide. Eneffet, du virus gardé 
pendant irois cent sept jours et méme pendant érozs cent vingt- 
sept jours, inoculé par voie cérébrale aux lapins d’expérience, 
donne la matadie mortelle, ainsi que le montrent les expé- 
riences suivantes : 


Expérience. — Le 2 octobre 1929, on inocule sous la dure- 
mére du lapin 333 B (poids : 1.760 grammes) une émulsion 
faite avec du cerveau virulent desséché et gardé dans le vide 
sur du P?0* 4 18°, depuis le 29 novembre 1928, soit depuis ¢rozs 
cent sept jours. Dix-huit jours aprés l’inoculation, l’animal 
montre des symptémes paralytiques qui s’accentuent par la 
suite; il est sacrifié douze jours plus tard, 2m extremis. L’étude 
histo-pathologique du_névraxe révéle des lésions typiques 
dencéphalo-myélite enzootique expérimentale; présence de 
corpuscules de Joest-Degen. 

Le virus de la maladie de Borna, conservé a I état sec, garde 
done sa virulence pendant au moins trois cent sept jours. 


Expérience. — Le lapin 336 B (poids : 2.420 grammes) est 
inoculé dans le cerveau le 22 octobre 1929 avec une émulsion 
préparée & l’aide de substance cérébrale virulente desséchée 
sur P?0* et conservée dans le vide & la température du labo- 
ratoire depuis trovs cent vingt-sept jours. Le 12 novembre, soit 
vingt et un jours aprés l’inoculation, l’animal présente des 
parésies; la paralysie du train postérieur s’installe, celle des 
membres antérieurs aussi, et aprés vingt-sept jours de maladie, 


m extremis, le 9 décembre, l’animal est sacrifié par saignée — 


totale. Contrdle histologique du névraxe posilif : lésions céré- 
brales et présence de corpuscules de Joest-Degen. 


eo 
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Nous pouvons conclure que Ja virulence du germe n'est pas 
supprimée par un séjour de trois cent vingt-sept jours & la tem- 
pérature de la chambre, a l'état sec, dans le vide. 

Il est & remarquer que le virus utilisé dans toutes ces expé- 
riences a été gardé chimiquement sec. [1 est possible que ce 
méme virus gardé dans des conditions de dessiccation moins 
parfaites ne puisse conserver sa virulence pendant un temps si 
long; c’est ce qui a di se passer dans les expériences de Zwick, 
Seifried et Witte, que nous avons résumées au début de ce 
paragraphe. On sait, par exemple, que le virus de la fiévre 
aphteuse, gardé a |’état chimiquement sec, conserve ses pro- 
priétés palhogénes pendant deux années; mais, sice méme virus 
a l'état de dessiccation parfaite est exposé pendant une semaine 
dans une atmosphére humide (70 p. 100 saturée de vapeur 
d’eau), il perd complétement sa virulence. 

Ajoutons encore que dans nos expériences le virus a été 
gardé a l’abri complet de la lumiére. La température a laquelle 
on desséche le virus a aussi une importance considérable ; nous 
avons opéré la dessiccation & la température du laboratoire. 


Bt 


Dans des conditions similaires & celles dont nous nous 
sommes placés, Todd (1) a réussi & conserver virulent pen- 
dant quatre cents jours le virus de la peste des poules. 

J] est intéressant de constater que le virus de la maladie de 
Borna, gardé a l'état sec ala température de la chambre, conserve 
son pouvoir pathogéne pendant prés d'une année. Ce fait pour- 
rait expliquer la diffusion des épizooties & distance, a l’aide des 
poussiéres. En effet, les voies respiratoires supérieures sont 
reconnues comme voies de pénétration du virus dans lorganisme 
animal. La survie de ce germe, al’état sec, pendant longtemps, 
constitue une propriété de plus qui le rapproche des autres 
ultravirus (herpés, vaccine, poliomyélite, rage, épithélioma des 
oiseaux, sarcome de Rous, clavelée, virus III, etc.). 


Il. — ConservATION DU VIRUS DANS LE LAIT. 


On sait que certains virus neurotropes conservent leur viru- 
lence si on les garde dans du Jait ou dans de l'eau, & la tem- 


(1) Communication verbale. 
45 
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pérature du laboratoire, pendant un temps plus ou moins 
long. Ainsi, l’un de nous, avec Levaditi et Harvier (4), a 
démontré que le germe herpéto-encéphalitique, peut se con- 
server A l'état actif, & la température de la chambre, au moins 
pendant quatre-vingt-seize jours dans du lait de vache, et pen- 
dant quinze jours dans de l’eau. I] était intéressant d’examiner 
la conservation du virus de Borna dans ces mémes liquides, 
afin de préciser si la maladie peut se transmettre par ingestion 
d’eau ou de lait contaminé (2). 


Expérience. — On ajoute & 10 cent. cubes de lait de vache, 
stérilisé par tyndalisation, 1 cent. cube d'une émulsion viru- 
lente, aussi homogéne que possible, de cerveau de lapin, a 
1 p. 15. Le tout est conservé & la température de la chambre. 

Premier essai : Aprés quatorze jours de conservation & la 
température du laboratoire, 0,3 cent. cubes du mélange lait 
plus virus sont inoculés sous la dure-mére du lapin 8C. 
L’animal succombe 4 la maladie conférée le vingt-cinquiéme 
jour; présence dans le névraxe des Iésions trés intenses de 
Borna, et de nombreux et de trés gros corps de Joest-Degen 
dans les noyaux des neurones cérébraux. Un fragment de son 
cerveau, émulsionné dans de |’eau physiologique, est inoculé a 
raison de 0,3 sous la.dure-mére au lapin 990 qui survit (3). 

Deuxiéme essai: Aprés trente jours de conservation, inocu- 
lation au lapin 52C. Myélite le vingt-quatriéme jour, encé- 
phalo-myélite le vingt-sixiéme jour; l’animal meurt cing jours 
plus tard. Lésions de Borna, présence des inclusions nucléaires 
caractéristiques. 

Troisiéme essai : Aprés soizante jours de conservation, ino- 
culation au lapin 33D, qui meurt de « Borna » le trente- 
quatriéme jour. Un passage cérébral, le lapin 20 8B, succombe 
le vingt-sixiéme Jour, avec lésions cérébrales intenses et pré- 
sence de corps de Joest. 


(1) Levaprr1, Harvier et Nicotau. Ces Annales, 36, 1922, p. 21. 

(2) Nous montrerons plus loin qu’on peut infecter expérimentalement des 
animaux en introduisant des matiéres virulentes par voie gastrique. 

(3) Il s’agit d’un bel exemple de neuro-infection mortelle auto-stérilisée, 
réalisée dans le névraxe du lapin 8C. ll est intéressant de constater ainsi 
Yabsence du virus pathogéne dans le cerveau de ce lapin, 4 un moment ou 
les corps de Joest-Degen sont trés abondants et particulitrement volumineux. 
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Quatriéme essai: Aprés cent jours de conservation, inocula- 
tion sous-dure-mérienne aux lapins 26 A et 30 B. Ces animaux 
ne montrent rien de particulier et survivent. Réinoculés dans le 
cerveau cent huit jours plus tard avec du virus frais de pas- 
sage, ils meurent respectivement le vingt-neuvitme et le 
trente-neuviéme jour. 

Dans cette série d’expériences, le virus de la maladie de 
Borna a pu conserver sa virulence dans du lait de vache gardé 
a la température de la chambre, pendant au moins soixante 
jours. Voici une autre série d’expériences du méme genre, faites 
dans des conditions analogues et dans laquelle le germe a 
conservé sa virulence pendant un temps encore plus long 

Premier essai : Aprés guatorze jours de conservation, injec- 
tion de 0 c.c. 3 dans le cerveau du lapin /0C. Résultat positif : 
encéphalo-myélite typique, qui améne la mort le trentiéme 
jour depuis linoculation. Lésions histologiques positives, pré- 
sence de corps de Joest-Degen. 

Deuxiéme essai : Aprés trente jours de conservation, inocu- 
lation sous-dure-mérienne au lapin 56C. Résultat positif : 
Vanimal meurt de « Borna » le trente et uniéme jour, avec 
présence de lésions caractéristiques et de corps de Joest-Degen 
dans le cerveau. 

Troisiéme essai: Aprés sovxante jours de conservation, inocu- 
lation aux lapins 3/ D et 35 D, qui meurent avec des symptomes 
d’encéphalo-myélite enzootique expérimentale. Un passage fait 
en partaut du cerveau du lapin 37 D donne un résultat positif. 
Tous ces lapins ont eu des lésions névraxiques typiques et des 
corps de Joest-Degen dans le cerveau. 

Quatriéme essai: Aprés cent jours de conservation, injection 
sous-dure-mérienne aux lapins 24 B et 37 B. Ces animaux meu- 
rent respeclivement le quarante-neuviéme et Je quaranti¢me 
jour apres l’inoculation, avec altérations histologiques caracté- 
ristiques du névraxe et présence de corps de Joest-Degen. Une 
émulsion faite avec un fragment du cerveau du lapin 24 B, 
inoculé dans le cerveau du lapin 24 A, améne la mort en trente 
et un jours; présence de lésions et de corps de Joest. 

Le virus de lencéphalo-myéhte enzootique, conservé a la 
température du laboratoire dans du lait, peut garder sa viru- 
lence pendant au moins cent jours. 
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II]. — ConsEervATION DU VIRUS DANS DE L’EAU DE ROBINET. 


De l'eau de robinet de l'Institut Pasteur (Paris) est distri- 
buée & raison de 10 cent. cubes par tube a essai, et stérilisée 
& autoclave. On ajoute l’émulsion virulente tout comme dans 
les expériences précédentes, 1 cent. cube par tube, et on garde 
les tubes a la température de la chambre. Aprés guatorze jours 
de conservation, on préléve a la pipette 1 cent. cube de liquide 
au fond d’un tube, et on inocule sous la dure-mére les lapins 
5C et 11 C; ils meurent respectivement en quarante et un et 
quarante-quatre jours, avec symptémes caractéristiques, pré- 
sence de corps de Joest-Degen, et passages positifs. 

Aprés trente jours de conservation, le liquide prélevé au fond 
du tube se montre encore virulent. En effet, inoculé sous la 
dure-mére des lapins 5/ C et 53C, il les tue en trente-sept et 
trente-huit jours, avec lésions cérébrales typiques, y compris 
la présence de corpuscules de Joest-Degen. 

Deux autres essais de la virulence de ces tubes pratiqués /e 
sovxantiéme et le centiéme jour ont donné des résultats négatifs. 

En résumé, eau de robinet infectée avec du virus de l’encé- 
phalo-myélite enzootique et gardée a la température du labora- 
towre pendant trente jours peut encore conférer la maladie aur 
lapins auxquels on linocule sous la dure-mere. 


¢ 


IV. — CONSERVATION DU VIRUS DANS DE L’EAU PHYSLOLOGIQUE. 


Nous avons fait les premiers essais de conservation de virus 
dans de l’eau physiologique, avec l’eau physiologique utilisée 
couramment dans notre laboratoire. Cette eau a le pH 7,6. 

Exptérrence. Dans six tubes contenant chacun 10 cent. cubes 
d’eau physiologique stérilisée, on ajoute 1 cent. cube d’une 
émulsion virulente au 1/15° de cerveau de lapin. Trois de ces 
tubes sont placés a 37° et trois sont conservés & la température 
du laboratoire. Quatorze jours plus tard, on essaie la virulence 
du contenu de ces tubes, par inoculation aux lapins; résultats 
négatifs. Résultat négatif également par inoculation sous-dure- 
mérienne du contenu des tubes conservés pendant trente jours 
et cent jours & la température de la chambre ou a 37°. 


esse 
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V. — Errer DE LA CONCENTRATION EN IONS HYDROGENE 
SUR LA CONSERVATION DE LA VIRULENCE DU GERKME 
’ ’ - 
DANS DE LEAU PHYSIOLOGIQUE A LA TEMPERATURE DE LA CHAMBRE. 


On fait des émulsions de cerveau virulent dans de l'eau 
physiologique, & différents pH. Les émulsions sont inoculées 
dans le cerveau des lapins, au bout de cing heures et de 
vingt-quatre heures de séjour & la température du labora- 
toire. 

Résultats : a) L’émulsion cérébrale dans du liquide 4 pH 8 
gardé & la température de la chambre pendant vingt-quatre 
heures, ou méme seulement pendant cing heures, perd com- 
plétement sa virulence : en effet, deux animaux, les lapins 55 B 
et 57 B, inoculés avec une émulsion gardée dans ces conditions 
pendant cing heures et vingt-quatre heures, survivent, sans 
montrer de symptOmes morbides. Le séjour & la méme tem- 
pérature pendant deux heures seulement ne supprime pas 
complétement la virulence de |’émulsion. Les lapins 82B et 
83 B, inoculés sous la dure-mére avec une telle émulsion, se 
comportent de la maniére suivante : le premier meurt de Borna 
en trente-neuf jours, le deuxiéme survit. 

6) L’émulsion cérébrale dans du liquide & pH 7,6 garde sa 

virulence & la température du laboratoire au moins pendant 
vingt-quatre heures : le lapin 568, inoculé dans le cerveau 
avec une émulsion de cing heures, meurt au bout de trente-six 
jours; le lapin 59 B, ayant recu par la méme voie |’émulsion de 
vingt-quatre heures, en meurt trente-six jours plus tard. 
_c) |\L’émulsion cérébrale dans du liquide & pH 6,7 se com- 
porte de la méme maniére que celle de l’expérience précédente ; 
le lapin 58 B, inoculé dans le cerveau avec l’émulsion gardée & 
la température du laboratoire pendant cing heures, meurt en 
trente jours; le lapin 725 B, infecté avec l'émulsion de vingt- 
quatre heures, meurt au bout de vingt-quatre jours. 

d) L’émulsion cérébrale dans du liquide 4 pH 6,7 conserve 
sa virulence a la température de la chambre, au moins pendant 
vingt-quatre heures : le lapin 122 B, inoculé sous la dure-mére 
avec |’émulsion de cing heures, meurt de la maladie de Borna 
en vingt-quatre jours ; le lapin 63 B, inoculé avec l’émulsion de 
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vingt-quatre heures, meurt en cinquante-sept jours, avec des 
symptomes typiques de névraxite enzootique expérimentale, et 
lésions histologiques positives. 

e) L’émulsion cérébrale dans du Jiquide & pH 5,4 (1) garde 
scn pouvoir pathogéne aprés un séjour de cing heures a la 
température de la salle : le lapin 770 B, inoculé sous la dure- 
mére avec une telle émulsion, succombe le quarante et uniéme 
jour, avec lésions positives dans le néyraxe. 

y) L’émulsion cérébrale dans du liquide & pH 5,2 (1) est 
inactivée par un séjour de cing heures a la température 
du laboratoire : le lapin 769 B, inoculé dans le cerveau, 
survit. 

g) L’émulsion cérébrale dans du liquide & pH 5 (1), gardée au 
laboratoire pendant cing heures, se comporte de maniére iné- 
gale : tantdt elle tue l’animal infecté, tant6t l’animal inoculé 
survit. En effet, dans une expérience, le lapin 162 B, inoculé 
dans le cerveau avec une telle émulsion, meurt de la maladie 
de Borna, tardivement, le soixante-neuviéme jour; dans une 
autre expérience, le lapin 289 B, inoculé avec une émulsion de 
cing heures, survit. Mais l’émulsion gardée pendant vingt- 
quatre heures & la méme température se montre avirulente : 
le lapin 269 B, auquel nous l’avons inoculé, a survécu. 

h) Enfin, l’émulsion.cérébrale dans du liquide a pH 4,8 (1) 
perd complétement sa virulence, aprés un court séjour (méme 
de cinq heures seulement) & la température du laboratoire : 
dans une premiére expérience, le lapin 161B, inoculé dans le 
cerveau avec une telle émulsion, survit; de méme dans un 
autre essai fait sur le lapin 288B. A plus forte raison, l’émul- 
sion gardée pendant vingt-quatre heures & la méme tempé- 
rature est avirulente ; le lapin 299B inoculé dans le cerveau 
survit. 


Le tableau ci-contre montre l’ensemble de toutes ces expé- 


riences. (Tableau n° II.) 

En résumé, ces expériences montrent que le virus de la 
névraxite enzootique est vite détruit (cing heures, parfois méme 
en deux heures) dans un liquide d pH alcalin (pH 8). Par con- 


(4) Il est 4 remarquer qu’avant l’inoculation des émulsions a pH t i 
dans le cerveau des lapins, on a réajusté le pH a 7,4. ee ae 


Be SE an CT 
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tre, il garde sa virulence au moins pendant vingt-quatre heures 
dans des émulsions faites avec du liquide a réaction neutre ou & 


Tasteau I], — Effet de la concentration en ions hydrogénes 
sur la conservation du virus 4 la température de la chambre. 


CONCENTRATION SEJOUR NUMERO} POIDS e 
ans a des |des lapins his Sono Els 
I A } 
pe rete ae arms Se des inoculations | histologique 


ions hydrogénes } du laboratoire |inoculés| grammes 


2 heures. | 82B 1.580 |Mort le 39e jour. sje 
4 2 heures. | 83B 4.420 -| Survit. : 
pHSs..... 5 heures. | 55B 4.100 Survit. 
' 24 heures. | 57B 4.400 Survit. 


. 5 heures. | 56B 4.740 |Mort le 36e jour. ++-++ 
pH 7,6 ) 24 heures. | 59B 2.460 |Mort le 36° jour.|) +++ 
3 heures. | 58B | 4.220 |Mort le 30e jour.) +++ 
pH 6,7 2% heures. | 125B | 41.740 |Mort le 24° jour.| +++ 
. 5 heures. | 122B 1.940 |Mort le 24¢ jour. ++ 
pH 6,7 j 24 heures. | 63B 1.000 |Mort le 57° jour. +++ 
pH 5,4... .| 5 heures. | 170B 1.660 {Mort le 41° jour. +++ 
pH 5,2... | 5 heures. | 169B 1.460 Survit. 
5 heures. | 162B 1.960 |Mort le 69¢ jour.} Sr 
pH 5. 5 heures. | 289B | 1.840 Survit. 
) 24 heures. | 296B 2.220 Survit. 
| 5. heures. | 164B | 4.480 Survit. 
pH 4,8 . 5 heures. | 288B 2.540 Survit. 
24 heures. | 299B 2.380 Survit. 
| 


pu franchement acide (pH, 6,1). L’acidité trop prononcée du 
hguide d’émulsion (pH 5, pH 4,8) finit par enlever assez vite sa 
virulence (cing heures). 


VI. — Dirrusion ET RECHERCHE DU VIRUS DANS LES MILIEUX LIQUIDES 
DE CULTURE DANS LESQUELS ON IMMERGE DES FRAGMENTS VIRULENTS 
DE CERVEAU. 


Des fragments d’environ 1 cent. cube de cerveau provenant 
de lapins morts de la maladie de Borna sont immergés dans 
des tubes & essai contenant divers milieux liquides de culture, 
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’ raison d'un fragment par tube. Les milieux utilisés ont été les 
suivants : 1° solution de Ringer; 2° bouillon de Hartley (1) ; 


TaBLeau II]. — Ensemble des expériences faites sur la diffusion du 
virus dans les milieux liquides de culture dans lesquels on 
immerge des fragments virulents de cerveau. 


& ‘ ee a 8 
o.8S J SES yet 
MILIEU UTILISE D Bes ees sae z ES 
3 288 ae = des inoculations S = 
‘3 © | 
Solution Ringer . .| 48 heures. a a eu 
Bouillon Hartley. .| 48 heures. ee een tal 
Bouillon Laidlaw. .| 48 heures. } ie Min eee 
Bouillon glucosé. .| 48 heures. } i Cod ES 
1444B | 2.140 |Mort le 40e jour.} ++ 
24 heures. | 445B | 2.040 |Mort le 40¢ jour. tae 
Bouillon lapin ’ 150B | 2.280 Survit. 
plus sérum cheval. ) 3 Jours. | 151B | 4.700 Survit. 
F 152B | 2.260 Survit. 
eeu 153B | 2.600 Survit. 
24 heures. | 147B | 4.700 |Mort le 33e jour.} +++ 
3 78B | 1.040 |Mort le 43e jour.| + 
48 heures. } 79B | 1.400 |Mort le 43e 1oun Tie 
Eau Puree sate ————e 
phosphatée. foun 155B | 4.500 |Mort le 48e jour.| +++ 
me 156B | 4.620 |Mort le 48¢ jour.) +++ 


7 jours. aoe 


I EE ES Te RR ESS A ST 


1.960 Survit. 
1.600 Survit. 


C26 Baad dedineiennd 


3° bouillon de Laidlaw (2); 4° bouillon de Hartley glucosé a 


(1) Milieu a base de muscle de cheval et extrait de : y 
Prev gar ae i pancréas; nous l’avons 

(2) Milieu & base d’extrait de viande de beeuf digérée par la trypsine, 
fibrine de sang digérée par la pepsine. 4 4 ere 
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1 p. 100; 5° bouillon de muscle de lapin digéré par la trypsine 
et additionné de sérum frais de cheval ; et 6° de l'eau physio- 
logique phosphatée M/25 & pH 7,5 (4). 

On place les tubes de milieu dans lesquels on a immergé les 
fragments de cerveau & 37°. Vingt-quatre heures, ou quarante- 
huit heures aprés, et méme plus tard, on préléve soigneuse- 
ment 1 & 2 cent. cubes de la partie liquide du milieu et on 
étudie sa virulence en inoculant chaque échantillon sous la 
dure-mére de lapins. Une partie du virus utilisé dans ces expé- 
riences, gardée a la glaciére, sert & inoculer des lapins témoins 
de la virulence de la souche ; ces derniers animaux sont tou- 
jours morts de la maladie conférée. Le tableau n° II] mon- 
tre les résultats de l’ensemble de ces expériences. 

Les lapins ayant survécu dans ces expériences & l’inocula- 
tion cérébrale de liquide de culture ont été réinoculés plus 
tard avec du virus frais de passage. Tous en sont morts, ce qui 
prouve que la premiére inoculation ne leur avait pas conféré 
de résistance spéciale. 

On peut conclure que /e virus de [ encéphalo-myélite enzoott- 
que placé sous forme d'un fragment de cerveau virulent dans 
des milieux de culture peut diffuser dans le milieu liquide et y 
survivre pendant vingt-quatre heures (dans le bouillon additionné 
de sérum de cheval) ef méme pendant trois jours (dans l'eau 
physiologique phosphatée). Dans ces cas, il n’y a pas culture de 
germes, mais simplement diffusion de virus en petite quantité, 
et courte survie. En effet, le virus trouvé dans le liquide super- 
ficiel des tubes dont le liquide d’immersion est de l’eau physio- 
logique phosphatée est en faible quantité; si l’on dilue ce 
liquide, on arrive trés vite & épuiser sa virulence, ainsi que le 
montre l’expérience suivante : 

Un fragment de cerveau virulent de lapin mort de la maladie 
expérimentale est immergé dans un tube contenant environ 
8 cent. cubes d’eau physiologique phosphatée. Le tube est 
p'acéa 37°. Quarante-huit heures plus tard, on préléve soigneu- 


(1) L’eau physiologique phosphatée et ainsi tamponnée, employée dans nos 
expériences, est un mélange de phosphate de potassium monobasique M/2 
(KH?P04 = phosphate de K acide) et de phosphate de potassium dibasique 
M/2 (K*HPO% = phosphate de K alcalin), mélange qui donne un pH 7,6; ce 
mélange est dilué avec de l’eau physiologique pour donner une solution 
physiologique tamponnée M/25. 
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sement une partie du liquide superficiel. Pur, ou dilué au 10°, 
au 100°, au 1.000°, ou au 10.000°, ce liquide est inoculé sous la 
dure-mére de plusieurs lapins. Voici le résultat de ces inacu- 
lations. (Tableau n° IV.) 


Tasueau IV. 
DILUTIONS Estey pee eee SUITE CONTROLE 
es lapins j 7 1 
du liquide superficiel SAN reer des inoculations histologique 
Puri, oo. ee 204B 2.480 |Mort le 23° jour.) +++ 
Leen 205 2.700 iG: 
Dilution au 10°... “ ate mls ree ey 
; | 
a ies 207B 2.740 Survit. 
Dilution au 400°, . . { 208B 2.660 Survit. 
te y rvit. 
Dilution au 1.000e. . } ati Ai See 
Ee 2i1B 3.260 Survit. 
Dilution au 10.000e . . 2B | 2.700 Sarvit. 
| 


Le virus, sorti du fragment immergé, et ayant diffusé dans 
Yeau phosphatée, se trouve done en trés petite quantité dans 
le liquide superficiel. Notons qu’une émulsion cérébrale viru- 
lente peut étre diluée & un titre assez haut, sans quelle perde 
sa virulence. 


VII. — Tirrace pU VIRUS PROVENANT DU CERVEAU DE LAPINS 
MORTS DE NEVRAXITE ENZOOTIQUE EXPERIMENTALE. 


Nous avons voulu nous rendre compte du degré de dilution 
que peut supporter une émulsion virulente sans perdre son 
pouvoir pathogéne. Dans ce but, nous avons fait l’expérience 
suivante ; 

On émulsionne finement 0 gr. 5 de substance cérébrale viru- 
lente, dans 10 cent. cubes d’eau physiologique; on centrifuge 
’émulsion pendant cing minutes & 5.400 tours par minute. Le 
liquide représente pour nous une dilution de virus au 20°. On 
fait des dilutions au 200°, au 2.000°, au 20.000°, au 100.000°, 
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au 200.000° et au 2.000.000°, qu’on inocule dans le cerveau des 
lapins. Le tableau n° V montre le résultat de ces inoculations. 


TasLeau V. — Titrage de la virulence du cerveau provenant de lapins 
morts de névraxite enzootique expérimentale, conférée par voie 
sous-dure-mérienne. 


NUMERO POIDS SUITE CONTKOLE 
DILUTION DU VIRUS des lapins des lapins : : : . 
inoculés en grammes | es inoculations histologique 
HG 200F Ste cere s cer co 197B 1.920 Mort le 40e jour.} +++ 
B/D OO0T non, reO ue es 192B 4.740 Mort le 42° jour +++ 
490B 1.620 Mort le 48¢ jour. +++ 
1/20.000......, 189B 4.920 Survit. 
187B 4.800 Survit. 
1/400.000 . . . .. | 188B 4.580 Survit. 
1485B 1.680 Suryit 
1/200.000 ...... } 186 B 4.900 Survit 
183B 1.780 Survit. 
1/2.000.000 . . . 5 184B 4.500 Survit. 


On voit ainsi que /e virus de la maladie de Borna, dilué au 
20.000°, a tué Pun des deux animaux inoculés; les dilutions a 
un titre plus bas tuent toujours les lapins, tandis que les dilu- 
tions a titre plus haut se montrent avirulentes. Ces expériences 
corroborent celles du méme genre relatées par Zwick, Seifried 
et Witte (1). Les auteurs allemands ont donné comme limite 
de dilution encore virulente la dilution au 10.000°. 


VIII. — Ansorption. 


On sait que les ultravirus (rage, vaccine, fiévre aphteuse, 
herpés, elc.) sont adsorbés dans des circonstances déterminées 
par des substances inertes (kaolin, noir animal, phosphate tri- 
calcique, etc.). Comment se comporte le virus de l’encéphalo- 
myélite enzootique vis-a-vis de ces substances ? 


(1) Zwick, Sxrertep et Wirrr. Zeitschr. /. Infektionskr. der Haustiere, 30, 1926, 
p. 68. 
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Voici les expériences que nous avons entreprises pour répon- 
dre & cette question : 

Expérience 1. —A 8 cent. cubes d’émulsion cérébrale virulente 
diluée au 20° et centrifugée, on ajoute 1 gr. 5 de noir animal. 


Tasteau VI. — Ensemble de l’expérience d adsorption du virus 
par le noir animal. 


° a m2 a 8 a 2 
LE pH NATURE Ean oe SUITE S & 
pat dae) Feat 50 os B=} 
des mélanges du mélange inoculé 5 2 8 B is des inoculations z 3 
oT oe Ors 
a Se ) 
é 82B | 4.880 |Mort le 39 jour.) +++ | 
Virus témoin. } 83B | 1.120 Survit. | 
pH. 8.4). 6 | eS 
Virus 96B |. 1.480 Survit. 
+ noir animal. | 97B | 1.460 Survit. 
on! : 86B | 4.740 |Mort le 31¢ jour.| +++ 
Viras: temorn. 87B | 4.340 |Mort le 34¢ jour.} +++ 
BHiT,GL Mate leaders —— |$ | ——— 
Virus 94B | 41.440 |Mort le 34° jour.} +++ 
| + noir animal. } 95B | 4.100 |Mort le 34¢ jour.) +++ 
neh : 80B | 1.160 {Mort le 34¢ jour.) +++ 
\ Virus témoin. 81B | 1.320 |Mort le 34° jour.| +++ 
DELS 2 aren. he ——— — | el 
Virus 92B | 4.440 |Mort le 29° jour.| +++ 
| + noir animal. ) 93B | 1.640 |Mort le 24° jour.) +++ 


Virus téioin 88B Lia Mort le 34° jour.| +++ 


.500 |Mort le 34° jour.} +++ 


DU Ons a et a faeces etre j= a | 
Virus. 98B | 4.400 |Mort le 56e jour.| +++ 
+ noir animal. { 99B | 41.000 |Mort le 45¢ jour.| +++ 
; y | 84B | 4.600 |Mort le 39e jour.| + 
Virus témoin. 85B | 4.600 |Mort le 39e jour. BRI 
DHEGAS chal Salsa SS 


Virus 90B | 1/680 |Mort le 34° jour. 
\ + noir animal. } 4.480 |Mort le 38¢ joer EST 


(1) Les expériences de la page 683 montrent que ce pH est nuisible au virus. 


SS OE I IS TSE, 


De tels mélanges faits & des pH différents (pH 8, pH 7,6, pH 7,2, 
pH 6,7, pH. 6,1) sont gardés pendant deux heures a la tempéra- 
ture de lachambre, en les agitant toutes les dix minutes. Paral- 
lélement & chaque mélange de noir animal plus virus, on fait, 


these csi enenineed colin LE A 
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au méme pH, des mélanges témoins d’eau physiologique plus 
virus, dans les mémes proportions. Aprés deux heures de séjour, 
a la température du laboratoire, les mélanges sont centrifugés 
et le liquide superficiel de chacun est inoculé par voie sous- 
dure-mérienne 4 deux lapins. Le tableau n° VI montre l’ensem- 
ble de cette expérience. 

Résultats : l'un des deux lapins inoculés avec le mélange 
témoin 4 pH 8 survit, l'autre meurt; les deux animaux inoculés 
avec le liquide superficiel du mélange noir animal plus virus 
a pH 8 survivent également (1). Tous les autres animaux ino- 
culés (8 lapins correspondant aux 4 mélanges de noir animal 
plus virus & pH différent, et 8 lapins correspondant aux 
& mélanges lémoins) meurent d’encéphalo-myélite caractéris- 
tique, dans le délai habituel. 


Experience 2. — Cette deuxiéme expérience d’adsorption, 
identique dans sa disposition a la précédente, a été faite avec 
des mélanges de kaolin plus virus, a des pH différents (18 lapins 
—utilisés). Le tableau VIL montre l’ensemble de l’expérience. 

Résultats : pour le pH 8, les deux témoins sont morts de la 
maladie de Borna, et les deux lapins inoculés avec le liquide 
superficie! du mélange kaolin plus virus survivent ; 

Pour le pH 7,6, les quatre animaux meurent de la maladie 
de Borna ; 

Pour le pH 7,2, les deux témoins succombent 4 la maladie 
conférée ; l'un des deux lapins inoculés avec le liquide super- 
ficiel du mélange kaolin plus virus résiste, l’autre meurt tardi- 
vement, le soixante-seiziéme jour, de maladie de Borna; 

Résultats semblables pour les mélanges & pH 6,7 et a 
pli 6,1. 

En résumé, sur 10 témoins, 10 sont morts : 8 de maladie de 
Borna, 2 de maladies intercurrentes. Sur 10 lapins inoculés 
avec le liquide superficiel des mélanges kaolin plus virus, 4 sont 
morts de Ja névraxite conférée, un est mort accidentellement 
ct 5 ont survécu. 

Ces deux expériences montrent que le virus de l’encéphalo- 
myélite enzootique est {res difficilement adsorbable par le noir 


(4) Le virus est rapidement détruit par un pH alcalin (pH 8) (v. p. 683). 
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animal, moins difficilement par le kaolin, quel que soit le pH 
du liquide utilisé dans les mélanges. 
Nous avons fait deux autres expériences, dans lesquelles la 


Tasteav VII. — Ensemble de lexpérience d’adsorption du virus 
par le kaolin. 


SS 


a ae a 3 
Po be ofS. gee sire eatin tery 
LE pH NATURE = os a oe SUI = bo 
hae Or : on 
des mélanges |du mélange inoculé| > 28 =ws]| des inoculations Ss < 
ri sc eS & o 7 
ns ae ; 442B | 4.780 |Morlt le 62¢ jour.| +++ 
\ Virus témoin. } 413B | 1.600 |Mort le 37° jour | +++ 
PHB. 51/5 | 0s ASU POY 
= : 444B | 14.040 Survit. 
Virus + kaolin. 413B | 1.520 Survit. 
| m : | 10$B | 4.340 |Mort le 35e jour.) +++ 
Virus témoin. 105B | 4.580 | Mort accidentellement. 
rAd ped Reopebes | 
a § 106B | 1.620 |Mort le 47e jour.| +++ 
Virus + kaolin. 407B | 1.500 |Mort le 37° jour.} +++ 
| : : | 4146B | 2.640 |Mort le 35¢ jour.) +++ 
Virus témoin. 417B | 2.460 |Mort le 35° jour.) +++ 
pH 7,8:; «4 » > | —_—_—__——- Rx 
ef : 448B | 4.680 |Mort le 76° jour.} + 
Virus +- kaolin, } 419B | 4.900 Survit. 
3 ; | 109B | 1.540 |Mort le 33e jour.) +++ 
Virus témoin. 408B | 4.680 | Mort accidentellement. 
guelrs p14 | -— 
e - 410B | 2.000 |Mort le 33e jour.} +++ 
Virus + kaolin. 144B | 2.800 Survit. 
é E 400B | 1.820 |Mort le 29e jour.| +++ 
Virus témoin. 401B | 2.000 |Mort le 52e jour.| ++ 
pH6d..... — | — | —__ | ——_ 
= ‘ 102B | 1.760 | Mort accidentellement. 
Virus + kaolin. ; 403B | 4.740 Survit. 
| 


quantité de !poudre inerte mélangée au virus est en proportion 
plus grande. Les voici : 


Expérience 3. — L’eau physiologique utilisée dans cette 
expérience était 4 un pH de 7,6. Une émulsion virulente de cer- 
veau provenant d’un lapin mort de névraxite enzootique con- 
férée par voie sous-dure-mérienne, diluée au 1/20, est centri- 
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fugée pendant trois minutes. On mélange 7 cent. cubes du 
liquide superficiel de cette émulsion avec 3 grammes de noir 
animal; on fait un autre mélange dans Jes mémes proportions 
avec du kaolin, et un troisiéme, également dans les mémes 
proportions, de virus additionné d’eau physiologique (témoin). 
Les mélanges, gardés pendant une heure & la température du 
laboratoire, sont agilés toutes les dix minutes, centrifugés 
ensuite, et le liquide superficiel de chaque tube est inoculé 
dans le cerveau de deux lapins. 
Voici le tableau VII ot sont exposées ces jecoulauon 3 


Tasreav VIII. 


io) 
$ on 5 2 <a 
mse SUITE nes 
NATURE DU MELANGE SS fic REMARQUES 
Da S des inoculations ZS 
ro o3 
4 j 87A |Mort le 49° jour.| +++ _ 
Virus témoin ;. .... 91A |Mort le 36¢ jour.| +++ oan 
90A |Mort le 47¢ jour.} + Passage posiltif. 
} Virus + noir animal. .) 99,4 |Mort le 39¢ ee IR. Pa se P 
fe ; 86A |Mort le 49¢ jour. a = 
j Virus + kaolin. . a 88A |. Mort accidentellement. = — 


Partout on constate des résultats négatifs : le virus n’est pas 
adsorbé par le kaolin ni par le noir animal. 
Expirience 4. — Des mélanges sont préparés de la méme 


TABLEAU IX. 
(SS CES DL ST ILE III OEE TILE LE LEEDS A ALLL ES ELE LL EL ESI L EISELE LER 5 


NUMERO SUITE CONTROLE 
NATURE DU MELANGE des lapins 
inoculés des inoculations histologique 
i ’ 296A Mort le 39¢ jour. +++ 
Virus témoin...... 32A | Mort le 34° jour. een) 
E : ; | 380A Mort le 47e jour. ea 
Virus + noir animal. . } 29A Mort le 39e jour. Aeateaie 
’ : | 25A Mort le 44¢ jour. sae 
Virus+ kaolin ..... ) 28 A one a5 
| 
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maniére que dans l’expérience précédente; gardés pendant 

deux heures et demie a la température du laboratoire, ils sont 

agités toutes les dix minutes, puis centrifugés. Les liquides 

superficiels sont inoculéschacun & deux lapins, dans le cerveau. 
Le tableau 1X résume cette expérience. 


Le résultat de toutes ces expériences indique que le kaolin 
aurait un pouvoir adsorbant légerement plus prononcé que 
celui du noir animal vis-a-vis du virus de Borna. 


CONCLUSIONS. 


Ces quatre expériences, effectuées sur un total de 52 lapins, 
montrent qua Vencontre des autres ultravirus (vaccine, rage, 
herpés, fiévre aphteuse) le germe de [encéphalo-myélhte enzoo- 
tique est difficilement adsorbable par le noir animal et par le 
kaolin. 


[X. — Essals DE NEUTRALISATION DU VIRUS DE Borns 
« IN VITRO » A L’AIDE DE L’EXTRAIT HEPATIQUE. 


Les expériences de Weinberg et Alexa (1) ont montré que 
extrait de foie neutralise in vitro, dans certaines conditions, 
la toxine de B. perfringens, du B. coli, du staphylocoque et du 
vibrion septique. Un sait que les ultravirus ont plus d’une pro- 
priété commune avec les toxines. Aussi, nous nous sommes 
demandé comment se comporte l’extrait de foie vis-a-vis du 
virus de Borna? nies 

Nos expériences montrent qu’une émulsion de foie frais de 
lapin, préparée au mortier, diluée au 1/10 avec de l’eau phy- 
siologique, centrifugée trés légerement, et mélangée en parties 
égales avec une émulsion virulente, n’enléve pas le pouvoir 
pathogéne au virus, méme aprés un sfjour de deux heures et 
demie ala lempérature du laboratoire. 

Voici l’expérience qui nous autorise a tirer cette conclusion : 

On fait un mélange d’extrait de foie et d’émulsion virulente, 
a volumes égaux, selon la technique indiquée plus haut. En 


(1) Wetnrerc et Avexa. C. R. de la Sec. de Biol., 99, 1928, p. 567. 
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méme temps, on fait un mélange témoin d’émulsion virulente 
et d’eau physiologique. Les mélanges sont gardés 4 la tempé- 
rature de la chambre pendant deux heures et demie et agités 
toutes les quinze minutes. Ensuite on les centrifuge, et le 
liquide superficiel de chaque mélange est inoculé dans le cer- 


veau de deux lapins. L’expérience est consignée dans le 
tableau X. 


TaBLeaAu X. — Action de lextrait de foie sur le virus /n vitro. 


: NUMERO SUITE CONTROLE 
NATURE DU MELANGE des lapins 


inoculés des inoculations histologique 


Virus ++ extrait de foie . . 3 aie ae ie ae ie Big 


moin. 32A Mort le 34° jour. +44 


Virus + oa physiologique } 26A Mort le 39¢ jour. +L 
t L 
| 


Ajoutons que des expériences analogues faites avec le virus 
herpétique nous ont fourni des résultats idenliques. 


X. — AcTION VIRULICIDE « IN vITRO » pu MnO‘K. 


On connait l’activité stérilisante exercée par le permanga- 
nate de potassium in vitro vis-a-vis de certains virus. Le germe 
herpéto-encéphalitique est détruit rapidement par des dilutions 
trés étendues de ce sel; les expériences de Gordon montrent 
que ce méme sel est actif 4 la dilution de 1 p. 100.000 vis-a-vis 
du virus vaccinal. Nous avons essayé l’activité du MnO‘K dans 
des mélanges faits avec du virus de l’encéphalo-myélite enzoo- 
tique. Voici le résumé de ces expériences : 

Le liquide superficiel d’une émulsion virulente centrifugée 
de cerveau de lapin mort de Borna est mélangé en parties 
égales a des solutions de permanganate de potassium, de maniére 
& obtenir des dilutions de sel de 1 p. 10.000, de1 p. 50.000, de 
1 p. 100.000, de 1 p. 500.000 et de 4 p. 1.000.000. Les mélanges 
gardés pendant trois heures & la température du laboratoire, 
inoculés ensuite dans le cerveau des lapins, se montrérent viru- 
lents au méme titre que le mélange des tubes témoins. Les 

46 
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mélanges de virus et de permanganate de potassium & 
1 p. 100.000, 4 p. 500.000 et 4 p. 4.000.000, inoculés & des 
lapins aprés un séjour de vingt-quatre heures dans les mémes 
conditions, furent également virulents, et tuérent les animaux 


Tasteau XT. — Etude de l'action virulicide in vitro de MnO‘K 
vis-a-vis du virus de Borna. 


ae) 4 
DILUTIONS . £3 |logu aD 
ah 5 
> SS | ses SUITE 3 & 
du MnO‘K Seas [ans a2 [REMARQUES 
S 8s | 228] des inoculations Ss 
dans mélanges: aes S OZ 
Sa 
4: 10.000. . .| 3heures.| 75A |Mort le 46° jour.|+++ 
4: 50.000. . .| 3 heures.} 80A |Mort le 30e jour.)++-+ 
4: 100.000 . .| 3 heures.| 82A {Mort le 35¢ jour.}+++ 
4 : 500.000 . .| 3 heures.| 77A |Mort le 15¢ jour.| + |Passage positif. 


Mortle 36°jour. 


4: 4.000.000. .| 3 heures.| 76A |Mort le 29¢ jour.}/---+--+ 


Témoin virus.| 3 heures.| 79A |Mort le 16e jour.| + |Passage positif. 
Mortle 34°jour. 


4: 100.000 . .|24 heures.} 88A |Mort le 26¢ jour. fe Zerei: 


4: 500.000 . .|24 heures.| 84A | Mort le 8 jour. 0 |Passage positif. 
: Mort le 43° jour. 


1: 4.000.000. .|24 heures.| 89A |Mort le 34° jour.}++-+ 


Témoin virus.|24 heures.| 83A |Mort le 36¢ jour.| 


d’expériences dans le délai habituel. Le tableau XL montre 
l'ensemble de ces expériences. 

Les examens histologiques du névraxe de tous ces lapins 
montrérent qu'il s’agit bien de l’encéphalo-myélite enzootique 
conférée par le mélange de virus plus antiseptique introduit 
par voie sous-dure-mérienne, mélange dans lequel le virus 
n’avait pas été tué par l’action microbicide du sel de potassium. 

Le permanganate de potassium est done un mauvais antisep- 
tique vis-d-vis du virus de Borna. 


TE Rae te ent Aen a ete 
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XI. — L’acrion pu Stovarsot « IN Vivo ». 


Ajoutons ici une série d’expériences faites sur l’action du Sto- 
varsol (le sel sodique de l’acide acétyloxyaminophénylarsinique) 
administré par voie intraveineuse dans l’encéphalo-myélite 


TABLEAU XII. 


mM 
& zZ INJECTIONS DE STOVARSOL 
< BS as 
Ee: mt 
mn g oO © o Oo 2 "bh 
<> mn oO te pa = 
) as i & A A 3 Q SUITE BE REMARQUES 
a & 3 I g S| g ZS 
° = oO ® © o on 
(=f re [= oO > > > > Koes 
a ao 3 5 5 ° ro) 
= (o) Oo a =| a a 
E ie co re = co g 
}4.880| 0,05 | 0,08 | 0,05 | 0,05 | 0,05 |Mort le 40¢ jour.|-++-+ 
B3e 44.830) 0,05 | 0,05 | 0,05 0,08 0,05 |Mort le 39° jour.|-++-+-+] Passage positif. 
Se 2.260 | 0,075 | 0,075 | 0,075 | 0,075 | 0,075 |Mort le 37° jour. |+—++ Passage positif. 
2.1001 0,075 | 0,078 Mort le 7 jour.| +: |Accident. 
2.130 | 0,075 | 0,075 | 0,075 Mort le 11° jour.| = |Accident. 
2.280 | 0,4 0,4 0,4 40,4 0,4 |Mort le 42° jour.|++-+ 
2.540 | 0,4 OA Om 0,1 0,1 |Mort le 40¢ jour.|++-++ 
2.800: Mort le 44° jour.|+++ 


Témoin non bo 8t 
| | | 


enzootique expérimentale du lapin. Disons dés maintenant que 
cette action est nulle. En effet, introduit dans les veines (en 
méme temps que l‘inoculation intracérébrale de virus) et répété 
par la suite cing fois en vingt-trois jours, le Stovarsol n’a pas 
protégé les lapins contre l’imfection névraxique; ceux-ci sont 
morts en méme temps que le lapin témoin non traité, ainsi que 
le montre le tableau XLII. Les doses de médicament adminis- 
trées & chaque injection ont été par kilogramme : 0 gr. 05, 
0 gr. 075 et 0 gr. 10. 
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CONCLUSIONS GENERALES. 


Le virus de l'encéphalo-myélite enzootique gardé a l'état sec 
a la température du laboratotre dans des circonstances particu- 
ligres peut conserver son pouvoir pathogéne pour le lapin pen- 
dant au moins trois cent vingt-sept jours. 

Dans du lait de vache, le germe reste virulent a la ltempéra- 
ture de la chambre pendant au moins cent jours. 

L’eau de robinet infectée avec ce virus se montre virulente 
dans les mémes conditions pendant au moins trente jours. 

Lieau physiologique a pU\7,6 ne permet pas la survie du 
virus de Borna méme pas pendant quatorze jours, gwelle soit 
gardée ala température du laboratotre ou a 37°. 

Un milieu de pi alcalin est nocif pour les yermes; la réac- 
tion neutre ou méme franchement acide (pH 6,1) du liquide 
de conservation permet la survie du virus a la température du 
laboratoire; lacidité trop prononcée (pH 5, pH 4,8) supprime 
assez vite sa virulence. 

Dans des conditions déterminées, les germes peuvent diffuser 
dans le liquide ou Ton immerge un fragment de substance 
cérébrale virulente. 

Le titrage de la virulence d’une émulsion cérébrale virulente 
montre que Taction pathogéne de lémulsion s’arréte au dela 
d'une dilution au 20.000°. 

A Tencontre des autres ultravirus (vaccine, herpes, rage, 
fievre aphteuse), le germe de lencéphalo-myélite enzootique est 
atsorbé dune maniére trés incomplete et irréguliére par les 
poudres inertes (kaolin, noir animal). 

Lextrait hépatique, qui neutralise certaines toxines dans des 
tubes a essai, mélangé in vitro avec du virus de Borna, ne 
modifie pas sa virulence. 

Le permanganate de potassium se comporte comme un anti- 
septique trés farble vis-a-vis de notre virus. 

Le Stovarsol (sel sodique de Cacide acétyloxyaminophényl- 
arsinique), administré a doses répétées aux lapins infectés avec 
le virus de Borna, ne protege pas les animaux contre la maladie 
névraxique mortelle. 


VALEUR DU SERO-DIAGNOSTIC 
DANS LA DYSENTERIE BACILLAIRE 


par V. pe LAVERGNE, P. MELNOTTE et R. DEBENEDETTI. 


Des opinions contradictoires ont été successivement émises 
sur la valeur de la séro-agglutination comme méthode de dia- 
gnostic de ladysenterie bacillaire. Ily a une quinzaine d’années, 
la séro-agelutination était considérée comme un procédé fidéle 
et str, auquel, dans la pratique, on avait fréquemment recours. 
Puis, on se mit & douter de sa valeur : plusieurs auteurs lui 
reprochérent d’étre infidéle, sans caractére de spécificité cer- 
tain. Et, un peu comme dans la fiévre typhoide et & la méme 
époque, Ja séro-agglutination dans la dysenterie bacillaire 
connut une phase de discrédit. Mais, si la séro-agglutination 

-s’est relevée de cette défaveur comme méthode de diagnostic de 
la fiévre typhoide, il n’ena pas été de méme pour le diagnostic 
de la dysenterie bacillaire. Le plus grand nombre des théses 
ou traités récents apprécient sévérement sa valeur. On en peut 
juger par ces quelques lignes d’un livre paru il y a quelques 
mois : « Le résultat du séro-diagnostic est inconstant... de 
nombreuses études ont diminué sa valeur diagnostique, ont 
démontré de nombreuses causes d’erreurs... méme dans ces 
conditions ses résultats doivent étre acceptés avec réserve » (1). 
Et de telles appréciations facheuses se sont répandues au point 
qu’en pratique, et en France, la séro-agglutination n’est plus 
guére utilisée comme moyen de diagnostic de la dysenterie. 

Ce jugement est-il stirement fondé? Les  constatations 
d’autrefois sont-elles donc sans valeur? Il nous a paru inté- 
ressant de reprendre cette question & l’occasion d’une petite 
épidémie que nous avons étudiée |’été dernier. Nous nous pro- 
posons de rapporter les différentes opinions, nos propres résul- 
tats, de discuter les faits, et de conclure. 


(1) Actualités de Médecine Pratique. Doin 1929. Les colites scléreuses chro- 
niques, p. 25, 26. Bonorino Udaondo. j 
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* 
Cree 


Chantemesse et Widal, les premiers, décrivirent un bacille 
retiré des selles de dysentériques, et qu’ils considéraient comme 
agent pathogéne de ladysenterie. Mais & ce moment-la le phé- 
noméne de l’agglutination n’était pas encore appliqué 4 l'étude 
biologique des bavtéries. Shiga, dix ans plus tard, ne manque 
pas de faire remarquer que le bacille qu'il a, 4 son tour, isolé 
de selles dysentériques est agglutiné par le sérum des malades. 
Il précise que, seul, le sérum des malades atteints de dysenterie 
posséde le pouvoir agglutinant; que le sérum des typhiques, 
en particulier, ne le posséde pas; et il voit la un argument de 
haute valeur en faveur de la spécificité de son bacille ainsi que 
de son réle pathogéne. 

Plus tard, Kruse isole un bacille analogue & celui de Shiga 
d’aprés ses caractéres morphologiques et culturaux ; mais ils’en 
différenciait en ce que le sérum des malades agglutinait le 
bacille isolé des selles, et non pas le bacille de Shiga. Et il 
conclut que la dysenterie peut étre causée par deux variétés de 
bacilles trés voisins, mais dont chacun provoque des agglu- 
tinines spécifiques. 

Par la suite, des constatations analogues furent faites par de 
nombreux auteurs : Flexner, Strong et Musgrave, Drigalski, 
Pfuhl, Muller. 

Mais les recherches les plus importantes faites sur ce point 
Pont été par Martini et Lentz (1). Dans leurs recherches 
expérimentales, ils montrérent que le sérum des animaux vac- 
ninés contre le bacille de Shiga (il s’agissaitde sérum de chévre, 
et non de cheval qui coagglutine facilement) agglutine cette 
bactérie, alors qu'il reste sans action sur celui de Flexner. [ls 
constatent, inversement, que le sérum des animaux immunisés 
par injections de bacilles de Flexner se montre agglutinant 
vis-A-vis de lui, et reste inactif vis-a-vis du B. de Shiga. Et, 
par la réaction d’agglutination, Martini et Lentz identifient 
ainsi au B. de Shiga plusieurs bacilles isolés en des foyers 


’ 


(1) Martint et Lentz. Zeits. f. Hygiene und Infectionskrankheiten, 44, n° 3, 
1902. 
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d’épidémie divers par Muller, Flexner, Kruse... et au B. de 
Flexner, ceux de Flexner (Manille), de Deycke (Constantinople), 
de Kruse (épidémie d’un asile d’aliénés), etc. Les mémes lois 
valent pour les agglutinations pratiquées, non plus avec des 
sérums expérimentaux, mais-avec des sérums de malades. On 
le voit, ’agglutination représente, pour Martini et Lentz, un 
critérium str et vraiment spécifique : ils considérent la cons- 
tance et la spécificité des agglutinines comme une véritable loi. 

A la vérité, ces auteurs n’ont point manqué d’indiquer que 
des exceptions peuvent s’observer. D’une part, des sérums 
d’animaux immunisés (ou de malades) peuvent agglutiner le 
microbe correspondant, et aussi le microbe d’une autre variété. 
Il peut méme arriver que le sérum de malades atteints de 
dysenterie & Shiga n’agglutine pas Shiga, mais se montre 
actif vis-a-vis de Flexner. Enfin, le sérum de sujets normaux 
peut agglutiner le Flexner & un taux faible (1/50), mais d’aprés 
Martini et Lentz ce ne sont qu’exceptions, n’altérant pas la 
trés grande valeur pratique de la loi. 

Trés généralement, les auteurs qui étudiérent ensuite les 

_bacilles dysentériques, Jurgens, Emmling, Doerr, etc., accep- 
térent la notion de lVagglutination spévifique avec les faits 
dexception déj&i signalés. Mentionnons seulement que le 
bacille Y, décrit par Hiss, fut reconnu comme ayant les mémes 
propriétés agglutinogénes et d’agglutination que le Flexner; et 
que Strong, isolant une espéce autonome, put constater que 
le sérum des animaux immunisés et des malades se montrait 
ageglutinant vis-a-vis du seul bacille de Strong. 

Quant Dopter reprit |’étude de la dysenterie bacillaire en 
1909 (1), il se rallia & opinion de Martini et Lentz. Toutefois, 
il indiqua, lui aussi, la possibilité d’agglutinines de groupe. 
Appliquant aux sérums qui co-agglutinaient Flexner et Shiga 
ja méthode de saturation de Castellani, il a méme observé que 
cette épreuve pouvait étre en défaut, comme si, en certaines 
circonstances, le sérum contenait des agglutinines spéci- 
fiques pour les bacilles des deux groupes. Il ne méconnait pas 
davantage que des sérums normaux peuvent donner des agglu- 
tinations positives faibles vis-a-vis du Flexner. Mais il n’en 


(1) DoprEr. Les dysenteries, Doin, 1909. 
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conclut pas moins que le séro-diagnostic dysentérique est 
d’une grande valeur, si peu que l’agglutination soit recherch ée 
a un taux minimum de 1/30 pour le Shiga, et de 1/80 pour le 
Flexner. Et malgré que Dopter, soutenant la thése de l’uni- 
cité de la dysenterie bacillaire, ait été porté 4 souligner les 
exceptions a la loi de Martini et Lentz, il ne la reconnait pas 
moins comme exacte dans la généralité des cas. 

En somme, les premiers travaux sur le séro-diagnostic de 
la dysenterie bacillaire concluaient & la valeur pratique de ce 
procédé, et on ne faisait de réserves théoriques sur sa spécifi- 
cité qu’en ce qui concerne exclusivement l’une et l'autre 
variélé de bacilles dysentériques : le sérum d’un malade atteint 
de dysenterie & Shiga, pouvant agglutiner Shiga et Flexner. 
Mais toutes autres infections que celles dues aux bacilles dysen- 
tériques sont incapables de provoquer |’apparition d’aggluti- 
nines anti Shiga ou méme anti-Flexner 4 un taux qui dépasse 
1/30 pour le Shiga et 1/80 pour le Flexner. 

Cetle méme opinion, tenant pour grande la valeur de la 
séro-agelutination, a été partagée par plusieurs auteurs, méme 
aprés 1914. Citons, entre autres, Rathery (1), qui admet que, 
si l’on utilise de bonnes souches de Flexner, toute agglutina- 
tion supérieure 41/100 doit étre tenue pour spécifique. Job et 
Dumas (2) reconnaissent une grande valeur 4 la méthode. 
Jacobitz, Friedmann et Steenbock, Goldzieher, Lowenthal et 
Brukau, Dudgeon, Maymone, d’autres encore, sont favorables 
au séro-diagnostic. Burnet et Legroux (3) admettent que la 
sSro-agglutination peut rendre de grands services, sous la 
double réserve d’un taux minimum de 1/50 pour Shiga et de 
1/150 pour Flexner... et qu’une infection & Shiga peut déter- 
miner une agglutination de groupe 4 un taux qui peut étre plus 
élevé pour Flexner que pour Shiga. 

Mais 4 cété de cette appréciation, favorable au séro-diagnostic, 
un aulre jugement beaucoup plus sévére a été formulé. C'est 
ainsi que des auteurs francais comme Ravaut (4), Damade (5), 


(1) Ratazry. Société Méd. Hép., 16 février 1917. 

(2) Jos et Dumas. Archives de Médecine militaire, février 1919. 
(3) Burnet et Lecroux. Bulletin Institut Pasteur, 30 juillet 1919. 
(4) Ravaur. Soc. Méd. Hép., 19 novembre 1946. 

(3) Daman. Thése Bordeauz, 1918-1919, 
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anglais comme Inman et Lillie (1), Douglas, Colebroock et 
Morgan (2), allemands cités par Kolle et Hecht (3), ont fait 
connaitre que, par la séro-agglutination, on risque d’étre induit 
en erreur. Le reproche essentiel fait & la méthode est le sui- 
vant. Non seulement il y a manque de spécificité des aggluti- 
nines « & l’intérieur » méme du groupe de bacilles dysenté- 
riques (agglutinines dues & une infection & Shiga se manifes- 
tant au plus haut vis-a-vis de Flexner), mais, ce qui est plus 
grave, des infections autres que celles dues aux bacilles de la 
dysenterie peuvent faire apparaitre dans le sang des aggluti- 
nines non spécifiques, se manifestant jusqu’a un taux élevé tel 
que 1/300. De nombreux faits furent apportés montrant que 
chez des malades atteints d’infections intestinales telles que 
fiévres typhoide ou paratyphoide, amibiase, chez des sujets 
ayant recu du vaccin T. A. B., anti-cholérique, ou porteurs 
sains de kystes amibiens, la séro-agglutination peut étre posi- 
tive pour le Flexner 4 un taux de 1/200, 1/250 et méme 4/300. 
C’est la une grave constatation susceptible d’entrainer des 
erreurs. 

Or, il se trouve qu’une de ces erreurs, due & des séro-agglu- 
tinations positives pour le Flexner, eut un grand et juste reten- 
tissement. En 1915, en effet, Ravaut et Kronulitski (4) firent 
connaitre Vhistoire d’un foyer épidémique de dysenterie. 
D’aprés la séro-agglutination, il s’agissait de dysenterie & 
Flexner; et d’aprés examen microscopique direct il s’agissait 
en réalité de dysenterie amibienne. C'est 4 partir de cette rela- 
tion que l’on s’apercut de la grande fréquence, parmi les sol- 
dats de la guerre de tranchées, de l’amibiase, ce qui Jusqu’alors 
n’avait pas été soupconné. La portée du mémoire de Ravaut 
fut donc trés grande, et, du méme coup, trés grande la diffu- 
sion d’une erreur due a la constatation d’une séro- ene 
positive au Flexner. 

En fait, la méthode ne s’est jamais relevée de ce discrédit, 
du moins en France. Et, peut-étre par le fait de cette démons- 


(1) Inman et Luttm. The Lancet, 7 avril 1917. 

(2) Douvctas, Coresroox et Morgan. In Bulledin Institut Pasteur, 15 octobre 
4917. 

(3) Kotte et Hecnr. Die experiment. Bacter. 

(4) Ravavut et Kronutitskt. Soc. Méd. Hop., 15 octobre 1915. 
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tration, bien plus encore que par les constatations de bactério- 
logie pure, la possibilité d’erreur de diagnostic ainsi mise en 
évidence a détourné le plus grand nombre des médecins de 
son emploi. 


Au cours de 1]’été 1929, nous avons eu l'occasion d’observer 
une petite épidémie de dysenterie bacillaire survenue dams un 
bataillon du Génie. La dysenterie s’y était révélée cliniquement 
par des atteintes de gravité modérée, tel qu'il en est ordinaire- 
ment avec le Flexner. De fait, de nombreuses coprocultures, 
répélées a dates variées au cours de l’épidémie, avaient permis 
d’isoler le bacille de Flexmer et lui seul. : 

Nous avons alors pratiqué des séro-agglutinations, par le 
procédé macroscopique, et usant d’une technique dont nous 
indiquerons plus loin l’essentiel. 


Tasteau I. — Sérums de malades, cliniquement atteints 
de dysenterie, prélevés 4 partir du septiéme jour. 


44 sérums examinés. 


a ea mares nee LE wk APN 


18 ose ba esac + 1/2.000 Flexner. 4160 Shiga 2+ 1/50. 
AT eects sgh eee +41/1.000 — 450 — 2+44/50. 
Lie! einer ae iota are + 1/500 _ 0 — 
WEES. arts SES 2+ 1/300 _ oo — 
LE GORE eS? SP 5 » +41/200 _— o— 
Tas.eau Il. — Sérums de sujets présentant cliniquement 


de la diarrhée simple, non dysentériforme. 


14 sérums examinés, 


Ele Jor oe. o.8, 3 eee et 1/2000-Blexner. 0 Shiga. 
0 a ER hen aC AS, oO + 1/1.000 — Oo — 
a lect uke BR oh A ps thle marancy bcs ene l/s) — oo. — 
DS} jeu sor Gicnm: Paethe be, bie Fant aay 00 — 0+ 
Aso: stat ag SORRY Chasis nat eee +1/200 0 — o— 


TasLeau II]. — Sérums de sujets appartenant aux unités contaminées 
et n’ayant présenté aucun trouble intestinal appréciable. 


48 sérums examinés. 


Dis epiciveNl iro, (ol ssn oie mee sae + 1/2.000 Flexner. 0 Shiga. 
CI cr iia oe ee es Hf A/1.000°  — 0 — 
PET MERGE Comes Phat + 1/300 ae Doms 


ra, SF eR Ae Ore nares - 0 oO — 
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Tasteau IV. — Sérums de sujets ayant présenté quatre mois 
auparavant une dysenterie avec agglutinines dans le sang. 
11 sérums examinés. 


3 malades ayant agglutiné Flexner A 1/2.000 en juillet, + 1/200 en novembre. 
7 malades ayant agglutiné Flexner a 1/1.000 en juillet, + 1/200 en novembre. 
1 malade ayant agglutiné Flexner & 1/500 en juillet, +-1/200 en novembre. 


TasLeau V. — Sérums de typhiques donnant un séro-diagnostic positif 
a PEberth 4 un taux variant entre 1/200 et 1/900. 


37 sérums examines. 
Sam Cer Ves trae” PESAL ESTE ETE Els Se IGE ee be + Flexner 1/50. 
PBS Mic, Ey Peed ad ee eae — Flexner. 
1 (a présenté une dysenterie il y a un mois). + Shiga 1/500. 


Tastzau VI. — Sérums de sujets n’appartenant pas 4 un foyer 
épidémique, sains, recemment vaccinés au TAB. 
50 sérums examinés. 


ae Aes See Bice Ber Be Cae ely ae ean ene + 1/50 Flexner. 
BRIS RORY Rot REA SS AG cP RTAL - — Flexner et — Shiga. 


Ayant rapporté nombre d’opinions et de faits, montrant 
quelles divergences existent sur |’appréciation de la valeur de 
la séro-agglutination, comme moyen de diagnostic de la dysen- 
terie bacillaire, il faut maintenant les confronter, pour en 
dégager, autant que possible, les causes, et arriver & une con- 
clusion. 

Il y ad’abord une premiére donnée, mise en relief par cer- 
tains auteurs — Ravaut notamment, en France — sur laquelle 
Vaccord doit étre unanime. La technique du séro-diagnostic de 
la dysenterie bacillaire doit étre rigoureuse, irréprochable dans 
tous ses détails, dont deux sont particuliérement importants. 
D’abord, ne jamais limiter la recherche & la mise en évidence 
du taux minimum d’agglutination; il convient de multiplier 
les dilutions pour déterminer le taux maximum d’agglutina- 
tion. Ensuite, bien choisir les souches de Shiga et de Flexner 
gue l’on va utiliser, et le point est si important qu'il convient 
de s’y arréter. 

Les cultures de Shiga et de Flexner doivent d’abord étre 
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sensibles aux agglutinines spécifiques. Cette vérification 
sobtient aisément par contact avec des sérums vérifiés, 
humains ou expérimentaux. Sur ce point, pas de difficultés 
pratiques. Il faut encore vérifier que les cultures donnent une 
émulsion stable, quine se sédimente pas spontanément et rapi- 
dement. Et ceci peut se voir, méme pour le Shiga. Mais il ne 
suffit pas de juger de la stabilité de l’émulsion par l’emploi 
d’un tube témoin et il existe, si l’on peut dire, une stabilité — 
ou instabilité « biologique », distincte de la stabilité — ou 
instabilité « physique ». Des souches de Flexner, en effet, peu- 
vent donner des émulsions physiquement stables (en eau phy- 
siologique, en tube témoin) et se trouver pourtant agglutinées, 
méme a des taux assez élevés, en présence de sérums normaux, 
ou, du moins, ne possédant pas d’agglutinines spécifiques. Cette 
constatation (1) a été faite par de nombreux auteurs, parmi les- 
quels Ravaut qui cite le cas d’une souche agglutinée par certains 
sérums & 1/250, 1/300, alors que d’autres souches n’étaient 
pas agglutinées par les mémes sérums & 1/100; par Rathery, 
Burnet et Legroux, etc. De facon générale, plus une souche est 
ancienne, plus souvent elle a été repiquée, et plus elle est 
exposée a perdre de sa stabilité biologique. C’est ainsi que l’un 
de nous, avec Besson (2), a montré que les bacilles de Hiss, 
récemment isolés de l’organisme, ne sont agglutinés que par le 
sérum anti-Flexner, et non par l’anti-Shiga. Mais il suffit de 
quelques repiquages pour que quelques-unes d’entre ces 
souches, comme il arrive pour le Flexner, deviennent agglu- 
tinables par l’un et par l'autre sérum. 

On concoit done combien il est important de vérifier le 
caractére de stabilité biologique de la souche & utiliser. On y 
arrive par la mise en contact de l’émulsion avec une vingtaine 
de sérums appartenant & des sujets n’ayant jamais eu (autant 
qu’on en sache) de troubles attribuables 4 une dysenterie bacil- 
laire : il ne doit pas y avoir d’agglutination supérieure a 1/100. 
Faute de cette précaution nécessaire, on est exposé & des 
erreurs; et un certain nombre de critiques adressées & la 


(1) On ne se méprendra pas sur le sens purement descriptif que nous atta- 
chons 4 l’expression de stabilité « biologique », que nous distinguons de la 
stabilité « physique ». 

(2) Dz Laverene et Besson. Société de Biologie, 11 février 1922. 
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méthode s'expliquent, sans doute, par l’instabilité biologique 
des souches de Flexner utilisées. 

Sur un deuxiéme point, pas de graves divergences encore. 
[1 n’est guére contesté, en effet, qu’en cas de séro-réaction 
négative, le malade dont provient le sérum ne soit pas atteint 
de dysenterie bacillaire (du moins & Shiga, Flexner, ou Hiss, 
pour ne parler que de ces trois infections communes en France). 
Toutefois, deux réserves doivent étre faites. Comme il en est 
pour toutes les agglutinines, celles que font apparaitre Shiga 
et Flexner ne se manifestent: qu’a partir du cinquiéme, sep- 
tiéme jour. Fait avant cette date, un séro-diagnostic négatif 
est nalurellement sans signification. 

Enfin reste la possibilité théorique beaucoup plus que pra- 
tique (car elle est exceptionnelle) d’infection trés grave & Shiga, 
ne faisant pas apparaitre d’agglutinines, ou trés tardivement 
(Dopter, Job et Dumas). Ces deux réserves sont communes & 
toutes les séro-aggluiinations, et ne limitent pas la valeur pra- 
lique de la méthode. 

Mais il faut en venir au point le plus important, et le plus 
discuté. Comment apprécier une séro-agglutination positive? 
Plusieurs éventualités peuvent se présenter, qu’il convient de 
discuter successivemeat. 

En une premiére éventualité, des agglutinines se montrent, 
& un taux élevé (supérieures & 1/100 pour Shiga, & 1/350 pour 
Flexner) et pour un seul germe. Il n’y a point, ici, de contes- 
tations : les agglutinines qui se manifestent sont spécifiques, 
et traduisent une infection actuelle ou toute récente. Remar- 
quons, du reste qu’en ce cas la séro-agglutination est positive 
A des taux trés élevés : notre tableau n° 1 montre que le plus 
souvent une dysenterie actuelle, & Flexner, provoque des 
agglutinines actives &41/1.000, 1/2.000. Il convient encore de 
considérer qu’une infection & Flexner provoque l’apparition 
d’ageglutinines trés actives, non seulement quand elle se tra- 
duit cliniquement par un syndrome de dysenterie manifeste, 
mais encore par de simples troubles diarrhéiques (tableau n° II), 
et méme par des troubles si frustes que le sujet lui-méme ne 
les accuse pas (tableau n° III). Nous retrouvons, & propos des 
infections & Flexner, ce qui a été si souvent décrit & propos 
d'autres infections expérimentales ou humaines : « infections 
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inapparentes », faits d’ « immunisation occulte ». De méme que 
certains cobayesse montrentimmunisés vis-a-vis du typhus exan- 
thématique, aprés une inoculation virulente supportée sans la 
moindre réaction clinique; de méme que tant de sujets présen- 
tent une réaction de Schick négative a la suite d’un contact resté 
cliniquement « muet » avec le bacille diphtérique; de méme le 
bacille de Flexner peut provoquer l’apparilion d’agglutinines 
hautement actives, dans le sérum de sujets qu'il infecte, sans 
produire de réactions cliniques apparentes. Enfin, dans ce cas, 
on accepte que la séro-agglutination livre le diagnostic nou 
seulement de dysenterie bacillaire, mais encore de la variété 
microbienne en cause, et correspondant au seul microbe 
(Shiga ou Flexner) agglutiné. En somme: a des taux élevés, 
les aggiutinines ont une valeur spécifique et correspondent 
une infection actuelle ou toute récente. 

Dans une deuxiéme éventualité, agglutination est positive 
au-dessus de 1/100 pour Shiga et de 1/350 pour Flexner, mais 
les deux germes sont agglutinés par le méme sérum. L’hypo- 
thése d'une infection mixte, « intriquée », due aux deux 
germes agissant simultanément, ne doit pas étre longtemps 
retenue. Cette intrication est exceptionnelle, trés rarement 
constatée. Sur des centaines de cas étudiés en Orient, Job et 
Dumas ne la signalent qu'une seule fois. I] faut plutét penser 
quwil s’agit d’une infection 4 Shiga, ayant provoqué des agglu- 
tinines correspondantes et aussi vis-a-vis de Flexner. Le fait est 
bien connu, avec, méme, cette possibilité que les agglutinines 
ainsi développées agissent sur Flexner & un taux plus élevé que 


sur Shiga. Il y a donc li une cause d’erreur contre laquelle le 


recours & la saturation des agglutinines ne protége méme pas 
(Dopter). Remarquons toutefois d’abord que l’erreur n’est que 
partielle, puisque si elle attribue & un germe ce qui revient & 
l'autre, il est cependant parfaitement exact qu'il s’agit de dysen- 
terie bacillaire. De plus, cette éventualité n’est pas fréquente, 
et il faut citer encore les recherches de Job et Dumas, portant 
sur plus de 500 malades, dont la plupart étaient atteints de 
dysenterie 4 Shiga, et qui ne signalent pas que la séro-agelu- 
tination les a induits en erreur. Qu’on nous permette cette 
redite : le choix de la souche de Flexner est, ici, tout particu- 
liérement important. Enfin, dans le cas de dysenterie & Flexner, 


On ns ae Senne (rae a ae 


— 
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il est tout & fait exceptionnel que le Shiga soit agglutiné & un 
taux élevé. Si bien qu’en pratique, dans le cas de co-agglutina- 
tion, il s’agit trés probablement de dysenterie 4 Shiga. On le 
voit, sur ce point encore, la valeur du séro-diagnostic est trés 
grande. 

Reste enfin une derniére éventualité : celle ou la séro-agglu- 
tination est positive, mais & un taux faible. C’est ici ow nette- 
ment les auteurs se séparent, du moins pour la spécificité des 
agelutinines & Flexner. Car pour Shiga, on admet unanime- 
ment que toute agglutination est spécifique & partir de 1/50. 
Mais, pour Flexner, que penser? Pour les uns, toute agglutina- 
tion est spécifique & partir de 1/75, mettons 1/100. Pour les 
autres le taux minimum, limite de la spécificité, est de 1/300, 
4/350. 

Or, il nous semble trés important de remarquer que les 
recherches qui ont fait douter de la spécificité des agglutinines 
anti-Flexner se manifestant entre 1/100 et 1/300 ont été pra- 
tiquées pendant la période de guerre (1915-1918). En France, 


_ le sérum des sujets pris comme témoins, les vaccinés au T. A. B., 


les amibiens, les typhiques, étaient, sinon tous, du moins 
presque tous, des soldats qui faisaient ou avatent fait la guerre 
des tranchées. De méme, les auteurs anglais qui ont constaté 
Je défaut de spécificité des agglutinines, comme Douglas, Cole- 
broock et Morgan, avaient étudié le sérum de militaires 
rapatriés de Gallipoli. Et, au contraire, les auteurs qui ont 
étudié des sujets en dehors des conditions de la guerre, avant 
ou aprés elle, ont obtenu des résultats différents. 

Sans doute la divergence tient-elle 4 lextréme fréquence 
reconnue de la dysenterie bacillaire (surtout 4 Flexner ou Hiss) 
parmi les soldats de la guerre de tranchées, ou de l’armée 
d’Orient. Et précisément il se trouve que la dysenterie a 
Flexner donne communément des atteintes frustes, des diarrhées 
banales, des troubles intestinaux que les soldats n’accusaient 
pas, ou du moins ne rattachaient point & leur cause. Si bien 
qu’a lesen croire on pouvait les considérer comme neufs vis- 
a-vis de la dysenterie bacillaire, quand on les prenait comme 
témoins, ou quand ils étaient hospitalisés pour fiévre typhoide. 
Et les agglutinines constatées, n’étant point rattachées a une 
atteinte dysentérique connue, paraissaient engendrées soit par 
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le vaccin T. A. B., soit par l’amibiase, soit par la fiévre typhoide, 
et, en un mot, étre démunies de toute spécificité. Et pourtant, 
ne représentaient-elles pas le stigmate biologique d’une infec- 
tion larvée, ancienne? 

De bonnes preuves que de faibles taux d'’agglutination a 
Flexner ont bien une valeur spécifique nous semblent, du 
reste, résulter des constatations que nous avons faites lors de 
nos recherches de |’été dernier. Le tableau IV montre d’abord 
que tel dysentérique & Flexner, qui, au moment de son infection, 
présente une séro-agglutination positive 4 1/2.000 ou 1/1.000, 
trois mois aprés sa maladie, alors qu'il est depuis longtemps 
redevenu sain, posséde un sérum qui agglutine encore & 1/150, 
1/250, 1/300. De fagon directe et formelle on saisit ici l’atté- 
nuation, avec le temps, d’un pouvoir agglutinant qui ne cesse 
pourtant pas d’étre spécifique. Le fait est d’autant plus remar- 
quable, que l'on retrouve la méme transformation dans le 
sérum de sujets qui n'ont présenté cliniquement qu’une diarrhée 
simple : & ce moment-la, les agglutinines étaient actives & 
1/500, 1/1.000 et, trois mois plus tard, appréciables encore & 
1/250 ou 1/300. En temps de guerre cette diarrhée eit été 
négligée, sans aucun doute; et si trois mois plus tard ces 
hommes avaient été pris comme témoins, ou s’ils avaient été 
atteints de fiévre typhoide ou d’amibiase, on eit trouvé dans 
leur sérum des agglutinines 4 1/250. Ces agglutinines eussent 
été considérées comme démonstratives de la non-spécificilé des 
agglutinines anti Flexner dont l’activité est inférieure a 1/300. 
Mais cette interprétation eit été manifestement erronée; les 
agglutinines, ici, sont certainement spécifiques. 

Et notre tableau III achéve de montrer qu’en milieu épi- 
démique & Flexner des sujets qui n’ont présenté aucune 
atteinte clinique appréciable peuvent cependant avoir été 
touchés par l'infection au point que leur sérum présente un 
pouvoir agglutinant. Rappelons-le : 13 d’entre eux présentaient 
une séro-agglutination positive 4 1/1.000 ou méme dépassant 
ce taux. Alors que 50 sujets sains, pris en dehors du foyer 
épidémique (tableau VI), ne fournissaient aucun sérum ageglu- 
tinant le Flexner 4 un taux dépassant 1/50. Voila donc bien 
une preuve décisive, croyons-nous, que dans un milieu comme 
celui des troupes pendant la guerre de tranchées ow l'infection 


be 
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a Flexner était si répandue, on devait rencontrer des sujets dits 
« sains » dont le sérum renfermait des agelutinines anti-Flexner, 
et qui étaient pourtant bien des agglutinines spécifiques. 

Il peut paraitre singulier, & premiére vue, que le bacille de 
Flexner, germe dit atoxique, dont on a méme pu discuter sur 
son pouvoir pathogéne, assurément incapable de déterminer 
une septicémie, et qui se cantonne seulement dans le tube 
digestif, puisse faire apparaitre dans le sang un pouvoir agglu- 
tinant marqué, bien plus élevé certainement que celui que |’on 
observe généralement dans les infections septicémiques, telles 
que les infections typho-paratyphiques. Ce fait apparait toute- 
fois comme moins surprenant, si l’on songe que peuvent sur- 
venir, au décours des dysenteries bacillaires, des complications 
«4 distance », souvent & grand fracas : complications articu- - 
laires, oculaires, syndrome oculo-uréthro-synovial (Fiessinger, 
Crouzon, Rist, Worms). Kt il est intéressant de noter au pas- 
sage que plusieurs auteurs ont observé des agglutinines actives 
& un taux élevé dans le sang et le liquide articulaire (Besson et 
Ehringer) (1), signant ainsi l’actualité de l’infection en cause, 
et la spécificité de la complication ; l’un de nous (2) en a rap- 
porté récemment deux observations. 

En somme, nous nous rattachons & l’opinion qui était clas- 
sique avant guerre : que l’on peut tenir pour spécifiques les 
agglutinines anti-Shiga aux taux égal ou supérieur & 1/50 et 
anti- Flexner & celui de 1/75 ou, pour étre large, 8 1/100. A 
partir de 1/100 et jusqu’a 1/300 les agglutinines rencontrées ne 
traduisent pas un processus infectieux actuel (sauf exceptions. 
Voir tableau I); elles sont le stigmate d’une infection qui s'est 
‘manifestée avec plus ou moins d'intensité clinique, quelques 
mois, ou peul-étre davantage, auparavant. 


* 
x * 


En conclusion, il faut considérer que la séro-agglutination 
est un bon procédé de diagnostic de la dysenterie bacillaire. 
Ses mérites ne s’opposent pas 4 ceux de la coproculture, mais, 


(1) Besson et Enrincer. Paris Médical, 30 octobre 1926. 
(2) Metnorre et Mure. Se. de Médecine Militaire, novembre 1929. 


47 


710 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


comme hémoculture et séro-agglutination pour la fiévre 
typhoide, il y a la deux méthodes d’emploi complémentaires. 

La coproculture donne un diagnostic de certitude (aprés 
examen direct permettant d’éliminer le diagnostic de dysen- 
terie amibo-bacillaire); mais elle doit étre mise en cuvre dés 
le début de )’affection. C’est pourquoi elle est assez souvent 
sans profit, lorsque la maladie est déja un peu avancée, ou si 
la présomption clinique est trop tardive. Elle nécessite de plus 
la proximité immédiate du laboratoire, l’ensemencement pré- 
coce, une technique assez minutieuse. Si l’on s’écarte de ces 
conditions nécessaires, le bacille dysentérique ne pousse plus; 
on ne trouve plus que du colibacille. 

Le séro-diagnostic peut, lui aussi, apporter un élément de 
' certitude lorsque la coproculture n’a pas été pratiquée ou est 
en défaut. (est une méthode tardive, utilisable & partir du 
septiéme jour seulement, mais chaque jour d’évolution ren- 
force sa valeur. De technique certes rigoureuse, mais simple, 
il peut étre pratiqué dans le plus modeste des laboratoires, 
fat-il méme assez éloigné du centre hospitalier ou du foyer 
épidémique. On peut faire ou faire faire des séro-agglulina- 
tions dysentériques toujours et partout; e’est ainsi que nous 
avons pu identifier, en 1928, dans une garnison éloignée de 
30 kilométres du laboratotre, une épidémie de dysenterie bacil- 
laire, et dépister, en 1929, les premiers cas d’une poussée épidé- 
migue que les coprocultures de cas ultérieurs confirmérent 
rapidement. 

Quoi qu’on en ait dit, on peut se fier a la séro-agglutination. 
Faite dans des conditions de technique rigoureuses, et tout par- 
ticulitrement avec des souches sélectionnées avec soin, elle 
permet d’éliminer, si négative, le diagnostic de dysenterie 
bacillaire; si positive, & taux élevé, elle signifie que les bacilles 
de la dysenterie sont & l’origine de la maladie actuelle; & taux 
faible (entre 1/100 et 1/300) elle implique une atteinte dysen- 
térique non plus actuelle, mais antérieure, datant de pent 
mois ou méme davantage. 

Le séro-diagnostic pratique de la dysenterie bacillaire ne 
mérite pas le discrédit qui pése actuellement sur lui. 


a 
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CONTRIBUTION A L’9ETUDE D'UNE EPIDEMIE 
DE GASTRO-ENTERITE DYSENTERIFORME 


par [. GHEORGHIU. 


(Laboratoire de bactériologie, Faculté de médecine, Jassy.) 


Vers le mois de février 1928, il ya eu, parmi les habitants de 
ia ville de Jassy et des villages environnants, des cas de gastro- 
entérite aigué, simulant, au point de vue clinique, la dysen- 
terie. 

Cette épidémie qui frappa un grand nombre de personnes de 
tout age et de toutes conditions sociales, atteignit son maxi- 
mum vers juin-aott, et disparut complétement en octobre. 

Au point de vue clinique et dans la grande majorité des cas, 
la maladie était caractérisée par un début brusque, avec 
fievre, langue pateuse, manque d’appétit, soif, vomissements, 
crampes, gargouillements dans la fosse iliaque droite, douleurs 
& la vésicule biliaire, subictére. Les selles, au début diar- 
rhéiques avec léger ténesme, devenaient & la fin trés fré- 
quentes, muco-sanguinolentes, avec ténesme trés accentué. 

La maladie évolue en quatre & douze jours et dans cet 
intervalle la température descend graduellement, les selles 
deviennent plus rares et prennent la consistance et l’aspect 
normaux, le ténesme disparait, mais les malades restent trés 
affaiblis. Le sérum antidysentérique n’a montré aucun pouvoir 
thérapeutique. 

Les deux observations qui suivent résument toutes les obser- 
vations des autres malades : 


Orservation I. — Marie Al..,, vingt ef un ans, début brusque avec de 
Jégéres douleurs abdominales qui deviennent rapidement violentes, — 

Dés le premier jour, la température est 4 39°-39°5 avec des nausées, vomis- 
sements bilieux et selles diarrhéiques écumeuses avec léger ténesme. Les 
selles deviennent muco-sanguinolentes tres fréquentes, de 30.4 40 par jour, 
et avec ténesme intense. 
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La malade se présente avec des phénoménes gastro intestinaux tres 
sérieux, langue saburrale, mais humide, subictére conjonctival, céphalée, 
myalgie, l'abdomen douloureux a la palpation et a la percussion, des 


mars avril 


borborygmes et des douleurs accentuées vers la vésicule_biliaire. 

L’inoculation de trois doses de sérum antidysentérique n’améne aucune 
amélioration. 

L’hémoculture reste stérile. 

La séro-réaction de Widal a été négative pour le bacille typhique, para A, 
para B, b. dysentérique, b. Gartner et b. Aertryck. 


Formule leucocytaire du sang: POURCENTAGE 
Polynucléaires neutrophilesi: sg. tmtacmi-baemrtneneenileine 80 
MOnOnUCIGaITeS = ial kapige ys ae ae See 6,66 
Ly mphocytesy ym, cram ceetenre) cone piesa tet Colic et enone 42,34 
Bosinophiles/ Awe, ee ee eae ee Sree 4 


Examen des selles : polynucléaires et globules rouges en grande quan- 
tité, cellules épithéliales en grand nombre et un bacille trés mobile. 

Jnsemencement des selles sur Drigalski : colonies bleuatres, bacilles 
trés mobiles, Gram négatif. 

Rien dans les urines. 

Chute de la température en lysis. L’évolution en dix jours. 


Osservation Il. — L. St..., vingt ans. La maladie commence par de 
la céphalée, fiévre, douleurs abdominales violentes et des selles fréquentes. 

Le malade présente des troubles gastro-intestinaux trés sérieux. Les 
selles, au commencement diarrhéiques, de couleur verdatre, 3-4 par jour, 
deviennent trés fréquentes, jusqu’a 45 par jour; violentes douleurs dans 
l'abdomen, langue saburrale, fiévre oscillant entre 3995 et 40°, transpirations 
nocturnes, nausées, vomissements. Les selles deviennent muco-sanguino- 


SS 
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lentes avec des membranes, ténesme insupportable, subictére, douleurs 
vers la vésicule biliaire. 
L’injection de sérum antidysentérique n’améne aucun soulagement. Avec 


Juillet 
9 |10 | 11 [12/13 |44 [45 | 16 | 97 [48 |49 |20 |21 |22 |23 | ze 
Jours \m$|ms|ms|ms|ms|ms|msims|ms|ms|ms|msims|ms|ms|ims 


Dates 


ae 


40° 


39° 


| 38° 


37° 


36° 


35° 


Fic. 2. 


ja chute de la température, les selles deviennent rares, 5-6 par jour, et les 
douleurs abdominales diminuent. , 

L’hémoculture reste stérile. 

La séro-réaction de Widal a été négative pour bac. typhique, para A, 
para B, b. dysentérique, b. Gartner et Aertryck. 

Formule leucocylaire du sang : 


POURCENTAGE 
Polynucléaires neutrophiles .......... Soo. Su B ee 
MOMONUCICAITES Hr ette) te hs Ste ins 5 aes 56.28 
Lymphocytes: 4crtms: <2 <)5) sii eps dake) thie te ono £9) 
DORON 6 GAG oto G 6 Oe Gea 4 OB oc AYE Ci uae 


Examens des selles, : polynucléaires et globules rouges trés nombreux, 
présence de cellules épithéliales de l’intestin et d’un bacille trés mobile. 

Ensemencements sur Drigalski : colonies bleues d’un bacille a l'état 
presque pur, trés mobile, Gram négatif. 

Urines normales. : 

Evolution de la maladie en onze jours. Chute de la température en lysis, 


Durant cette épidémie, nous avons observé 186 cas, mais le 
nombre des malades a été cependant beaucoup plus grand. 

La mortalité fut nulle parmi les adultes, restreinte parmi 
les enfants en bas age. 

Les hémocultures dans le bouillon et dans la bile restent 
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stériles et dans aucun des cas nous n’avons pu démontrer la 
présence des bacilles dysentériques dans les selles des malades. 

Le sérum des malades n’agglutinait ni les bacilles dysenté- 
riques, ni les bacilles du groupe typhi-coli-Girtner, pendant la 
maladie, ou aprés. 

Nos recherches ont porté sur la flore microbienne des selles 
sanguinolentes des malades présentant des symptomes clini- 
ques de dysenterie. Nous avons pratiqué, d’une part, les ense- 
mencements des déjections dans les conditions d’anaérobiose 
et, d’autre part, sur les plaques de Drigalski. Les ensemence- 
ments, pour les germes anaérobies, sont restés stériles ou 
ont donné dans quelques cas de rares colonies de B. perfrin- 
gens, tandis que sur les plaques de Drigalski nous avons 
obtenu des développements trés intenses des colonies d’un 
germe qui ne fait pas virer le milieu. II est trés facile de l’isoler 
du B. coli; souvent méme il pousse a l'état presque pur. 

Au point de vue morphologique, toutes les races de microbes 
isolés se présentent sous l’aspect de batonnets, doués d’une 

‘grande mobilité, grace a des cils implantés sur toute sa sur- 
face; Gram négatif. 

Celles qui ont été isolées des selles sanguinolentes de nos 
malades dés le début présentaient des différences entre elles 
et, pour ce motif, nous les avons groupées en types: T, C,,. €,, 
St., Leib. 

Sur plaque de gélatine, le type T et L. St. forment des. 
colonies arrondies. Les autres types forment des colonies avec 
des prolongements qui se séparent de la colonie mére en don- 
nant des colonies erratiques. © 

Sur gélatine en piqtre, le type T ne donne pas de liqué- 
faction; le type L. St., liquéfaction tardive; les types C,, C, et 
Leib produisent une liquéfaction rapide et totale de la gélatine. 

Sur gélose ensemencée en un point : couche transparente 
et diffuse qui recouvre toute la surface libre du milieu. Les 
types C,, C, et Leib forment une couche qui rappelle les traces 
des vagues sur la plage; méme aspect que sur les plaques de 
gélatine. 

L’'ensemencement sur Drigalski donne des cultures abon- 
dantes et le milieu n’est pas transformé. 

L’ensemencement dans le bouillon donne un développement 
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trés rapide et un dépot blanc cendré qui se dépose au fond du 
_ tube lorsque le bouillon est agité; le dépot flotte dans le liquide 
comme un flocon d’ouate, puis retombe. 

Le lait est réguli¢rement coagulé par les types T et L. St, 
tandis que les lypes C,, C, et Leib ne le coagulent jamais. 

La gélose au sous-acétate de plomb (0,1 p. 100) devient noire 
aprés vingt-quatre heures; le type n’agil pas sur ce milieu. 

Nous avons étudié J’action de ces types sur les sucres en pre- 
nant comme témoins le B. proteus vulgaris et le B. coli, et 
nous avons obtenu les résultats suivants : 


Lactose. 

sNiesgae Fp accheg aise Se “aryter £2 0 

JOB c: Sata) tenes ae eee 0 

Clas hiek coos sr ey eats 0 

TASty Sees eee. Caméléonage. 

Wei ee rrecetcack, sc) toe’ Caméléonage. 

Proteus vulgaris . 0 

COL represses 67s AG +++ 
Lévulose. 

AER MES ee PIE es, ott, 2 0 

CHR aaa ciek ops A 

(Orie Sa me eee AG +++ 

ESHA, io Sun Sayed AG +++ 

Heibaya.t ate su Ide. Caméléonage. 

Proteus vulgaris . A 

ClOliieectss tyes os AG +++ 
Salicine. 

1 op ano tage ees 0 

(Ost Ce Ae at Cen a nea 0 

U5 SS SMe Ree ao attede orcas AG +++ 

liny Si RBS ES eae 0 

Wetp ye, 2a) ee ie res 0 

Proteus vulgaris... .. AG +++ 

(COTS: Ge ARIS to: ieee ae A 
Mannite. 

Pitre eG eMtol sc Wor eho) ogee OL 0 

CEP ae Re at 0 

Crea As Ae ohare AG +++ 

PE RIIE). . o oe 5 RRS AG +++ 

RCT eO let. cher (ss ae 0 

Proteus vulgaris. .... AG 

Colig wii eee ees AG+4++ 


Inuline. 
BR RE Cree n Seong tae AG ++-+- 
Coe se je oes AG -—--+-+ 
Co FP Ae: AG +++ 
Ios a aescmettee 0 
Heth Sysaeee teks e oe Caméléonage. 
Proteus vulgaris... 0 
(GO lie. aire teson ast ane 0 
Glucose. 
Wiessner keno 0 
(Ree Shere nace aiid i AG +++ 
ORR Tr Pe Ceo A AG +++ 
IWaS\B. 6 Cel Ged to0 6 6 AG +++ 
Neh LCM eee Soe Sap) ty HME AG ++4 
Proteus vulgaris. .... A 
COlvan ss eee ete eee AG ---+-++ 
Maltose. 
A ee AB. sao ig eGNC } 0 
Gin Sabi is piece o 0 
Orrectoeny Oa Canad omoaD AG +--+ 
Tig Uieceece tsa meee eames AG +++ 
Geibyenaiienenhs: etme lacs 0 
Protews vilGanisa wri: AG 
GoOliz 3% a -feettani te eae: .ae ae AG +++ 
Saccharose. 
Da esealiaite eres) oe heer ease 0 
Gataeriuentcneets, 3? « ath oot 0 
CRP eed Oo Coen eh Cerne tie 0 
DUS ee BO amped bce Wi 
LECTIN coe Ey Ot sBUMe Dann ole tks ok 0 
IGS DUIGHES Qo ie Bo 5 E AG 
Coli Memeaitcn sien zits OMe ore AG 


716 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Dulcite. 
MW A oS ko oe 0 
Cates : Caméléonage. 
OF 68 . . ae Caméléonage. 
LXOStneeeeer cs See Caméléonage. 
Lerbieepnee i) 2 7ays Caméléonage. 
Proteus vulgaris... 0 
Colt Sea aero AG +++ 
Arabinose. 
der mPEPR ore. Ch cer AG +++ 
Cee Sa ae ae AG +++ 
Cietstircade AAAs AG +++ 
[ah SUGsao ke terre wai. AG +++ 
Leib suede gages see we AG +++ 
Proteus vulgaris... .. AG +++ 
(clear cto Bone AG +++ 
Galactose. 
Lis foes BEA) 
OMe CSsc, Oe bare AG +++ 
Cg to eet inci aot? AG +++ 
RS Ure ees AGE 
Leib... sven tales Seas AG +++ 
Proteus vulgaris . Caméléonage. 
COTO) VS Seca aa Caméléonage. 
Glycérine. 
{SOOM cutee Rat ieecaSae.s 0 
Cry Ad Pe A 
Ca Oe. tikes ee Bee. A 
|ORSSUilor cr icc Get ig on maee 0 
LCMD tureades oo'8 et con eels A 
Proteus vulgaris. .... AG 
(COU RIAGs @. ee sote AG +++ 


Gélose au plomb. 


Te Cups Ae Oe Ne noircit pas. 
Cage k., see cae Noircissement. 
CO AA as Meee So oma Noircissement. 
Loi bee ccs eee Noircissement. 
Leib 2-23: 3s: -¢ UNoircissement} 
Proteus vulgaris Noircissement. 
COT tars o5..c Ne noircit pas. 


Sorbite. 
Dy 95 0 sory bait ene, Sage 0 
OPE te ae oes ESy 5 Caméléonage 
Gy este Bee eens AG +++ 
Lo od foes hid i AG +++ 
Leibisd shea. de gogensb x2 Caméléonage. 
Proteus vulgaris. . . AG 
COME a) seer elt AG 
Dextrose. 
Tt. Roc an Ot ne mes 0 
Cent hee nals rest tee We 0 
Gantisn teres ye eet Nees 0 
Ste adem. ere ter cee ou 0 
Leib fete 1A eo 0 
Proteus vulgaris. 0.13% AG 
KOROMGIER 5 ena <c oan AG +++ 
Raffinose. 
Thiet Sybeteiy avian cabs 0 
Gigs ban Daees een) to ghana A 
Gave soe Mar nen eee AG +4+-+ 
Le Sts cae ase coe AG +++ 
Leib Sie.. Sees A 
Proteus vulgaris. . ... AG 
COLL tie fan eee AG 
Amidon. 
Te io een ae Foe ee 0 
Chem) i ies, pee ee 0 
OPE REE cs ARE Bek Se oes 0 
La SU. at teeteg ope Ger see 0 
Tel teahaesee eee Mor era 0 
Proteus Vulgaris: ie eae. Sep ae AG 
COM yas et hata eee AG 
Lait 
Ae co ae Roeee Pies cee Coagulation. 
OR iE PEMA Sci denepede 0 
CaM eae evi td 0 
Tests. Wie tie ae Coagulation. 
eID ds: ihe. on eee ee 0 
Proteus vulgaris. . . . Coagulation. 
Cio TE SES Go Coagulation. 


A, acidité; AG, acidité et gaz; +++, gaz en grande quantité. 
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L’action pathogéne pour la souris, le cobaye et le lapin, a 
été essayée per os, en inoculation sous-cutanée, dans la veine 
et dans le péritoine. 

L'ingestion reste sans effet sur tous les animaux, et seule la 
souris est sensible & linoculation intra-péritonéale. 

Le cobaye et surtout le lapin sont trés sensibles vis-a-vis de 
ces germes : méme des doses trés réduites de microbes morts 
tuent le lapin dans un laps de temps trés court. Le type 
L. St. se montre d’une toxicité extréme vis-a-vis du lapin, 
méme quand l’animal recoit des quantités trés faibles de ces 
germes. . 

Les inoculations sous-cutanées chez le lapin déterminent la 
production d’cedémes durs, qui se résorbent lentement et diffi- 
cilement. L’animal reste longtemps trés maigre. Il présente de 
la diarrhée et meurt. A l’autopsie on voit des Iésions ulcéreuses 
multiples sur le gros intestin. 

Ces types de microbes ne sont pas agglutinés par les sérums 
agglutinants typhique, para A, para B, b. dysentérique, 
b. Gartner et Aertryck. 

Au point de vue sérologique ces races different également 
entre elles, et pour ce motif nous les avons distinguées en 
plusieurs types. Un type comprend toutes les races du méme 
type sérologique. 

Un fait digne d’étre remarqué est que le sérum de malade 
ou de convalescent n’agglutine jamais les microbes des autres 
types, méme en dilution & 1/10. 

Nous avons préparé des sérums agglutinants pour chaque 
type, par inoculation au lapin de microbes tués & 60° pendant 
une demi-heure. . 

Nous avons obtenu un sérum agglulinant pour le type T. au 
4/480, pour les types C, et C, un sérum agglutinant au 1/1.200, 
pour le type L. St. un sérum agglutinant au 1/600 et pour le 
type Leib un sérum agglutinant au 1/900. 

Chaque sérum agglutine seulement les races correspon- 
dant au type avec lequel est préparé le sérum; c’est-a-dire que 
le lype 1, par exemple, agglutine exclusivement les races de ce 
type. 

Sérologiquement, la parenté de ces types est trés différente. 

Déviation du complément. — Nous avons utilisé la méthode 
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des gouttes de Bordet, qui est plus sensible et plus. exacte. 
L’antigéne a été préparé avec des cultures de douze heures, 
tuées 256° pendant une heure. L’anticorps est le sérum de lapin 
préparé par inoculations de cultures microbiennes de chaque 
type a part. Aprés 6 inoculations de microbes, om saigne l'ami- 
mal, puis le sérum est chauffé & 56° pendant une hieure. 

Voiei les résultats : 

L’antigéne type T fixe l’anticorps de ce type et. partiellement 
celui du type C, et Leib. 

L'antigdue du type C fixe lanticorps C et partiellement T et. 
Leib. 

L’antigéne du type L. St. fixe Panticorps L. St. 

Une épidémie dysentériforme a été décrite par A. Horowitz & 
Pétrograd en 1943, et auteur accuse comme agent pathogéne 
le Proteus vulgaris. Une autre épidémie % manifestations 
morbides rappelant la dysenterie bacillaire a été décrite par A. 
de Assis, qui aisolé des selles de malades des. bacilles que |’au- 
teur range dans le genre Eberthella (bacilles pseudotyphiques). 
On connait déja le genre Eberthella Buchanan 1918 avee les 
types Eb. bentolensis et Eb. belfastiensis. A. de Assis. décrit 
encore deux types : Ed. tarda, qui a été trouvé une fois et Ed. 
aedematiens trouvé dewx fois. Ces bacilles sont pathogénes pour 
le lapin et le cobaye partes voies péritonéale, veimeuse et sous- 
cutanée. Hb. edematiens détermine un large cedéme au point 
@ imoculation. 

La similitude des phénoménes cliniques observés dans tes. 
différents cas etles ressemblances de caractéres morphologiques. 
et de quelques caractéres biologiques de ces germes nous font 
penser qu'il s’agit d’un méme microbe. Les mutations qui 
s‘opérent dans l'intestin ont changé & un tel point ses carac- 
teres biologiques qu’elles ont créé des types différents bien 
que la maladie conserve les mémes caractéres cliniques. 


BIBLIOGRAPHIE 


1. A. Horowrrz : Contribution 4 l'étude du genre Proteus vulgaris. Mémoires: 
Jubilé dElie Metchnikoff, p. YA3. 

2. A. DE Assis : Estudos sobre o genero Eberthella Buchanan 1918. Sobre 
dois novos bacillos pseudotyphicos; Eb. tarda e Eb. edematiens. 
Bol. Inst. Vital Brazil, septembre 1928, p. 26. 


PREPARATION DE DERIVES 
EN VUE D’ESSAIS THERAPEUTIQUES 


1. AMINO-ALCOOLS. Ii. DERIVES DE L’ATOPHAN 
itl. DERIVES DU CARBOSTYRYLE 
IV. DERIVES QUINOLEINIQUES ET QUINOLEINE ARSINIQUE 


par E. FOURNEAU, M. et M™ J. TREFOUEL, M' G. BENOIT 


(Laboratoire de Chimie thérapeutique 
Institut Pasteur.) 


Nous donnons ici des renseignements d’ordre chimique com- 
plétant le précédent travail: « Contribution a la chimiothérapie 
du paludisme. Essais sur la malaria des canaris ». 

Pour simplifier, nous avons adopté l’ordre de présentation 

du travail cité plus haut. (Pour les formules se reporter au 
mémoire précédent.) 


I 


Amino-alcools. 


Les n* 481, 482, 484, 490, 491, 301, 502, 503, 508, 307 ont 
déja été décrits (1). | 
510. 
chlorhydrate de pipéridylamino-xylyl-propanol secondaire. 


Nous l’avons obtenu par les méthodes décrites dans I’article 
du Bulletin de la Société chimique cité ci-dessus : Action 
de l’épichlorhydrine sur le magnésien du _ bromoxyléne. 
Eb,, = 172-180°. On la transforme en oxyde d’éthyléne : Eb,, 
= 142-145°. Ce dernier est condensé avec la pipéridine; la 
base obtenue distille & 205-206° sous 24 millimétres. 


(1) E. Fournsau, M. et Mm J. Tatrourt, Sur les amino-alcools dérivés du 
noyau naphtalénique. Bull. Soc. Ch. F. (4), 48, 1928, p. 454. 
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Nous allons donner maintenant la préparation d’un certain 
nombre d’amino-alcools de formule générale 


CH 
R.NH.CH*. CHOH. CH. NC 
CHS 


dans laquelle le radical R= C*H? ou CH’ ou un de leurs dérivés, 
par action de l’épichlorhydrine sur une amine aromatique (1), 
puis action de la diméthylamine sur la chlorhydrine obtenue. 
Plusieurs de ces produits avaient déja été préparés par 
MM. E. Fourneau et J. Ranedo (2). 
Ce sont : 


542... .. . Aniline-diméthylaminopropanol secondaire. 


by Ee acotee . o-anisidine-diméthylaminopropanol secondaire. 
BY OR sternite p-phénétidine-diméthylaminopropanol secondaire. 
546... .. . p-toluidine-diméthylaminopropanol secondaire. 


En remplagant l’aniline par des phénols on obtient des 
corps de la formule générale : 


CHS 
R.O CH*.CHOH. CHENG 
3 


Dans certains cas, enfin, la diméthylamine a été remplacée 
par d'autres bases (pipérazine; benzylamine; phénétidine). 


558. 
m-anisidine-diméthylaminopropanol secondaire. 


1° Préparation de la chlorhydrine : 


PCANISIGINE (OM =) ete eee ene oe 2 ode et co 
Eprehlorhydrine (RMi== 92) see seene op. nee 9 gr. 2 


On mélange les deux corps a froid et on laisse en contact dans 
un flacon bouché & Ja température ordinaire ; aprés plusieurs 
jours, le mélange s’est fortement épaissi; la chlorhydrine n’a 
pu étre isolée a l'état cristallisé. 

2° Préparation de l’amino-alcool : 

On chauffe la chlorhydrine obtenue avec 40 cent. cubes de 


(1) Conn et Frigptanper. B., 37, 1904, p. 3035; F. B. Dans, R. Q. BREWSTER, 
J.S. Buarr et W. C. Tuomeson. Am. Soc., 44, p. 2642. 


(2) E. Fourngau et J. Ranepo. Ass. Soc. Espan. Fis. y Quim., 48, 1920,’p. 133. 


_ 
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solution benzénique de diméthylamine & 33 p. 100 en tube 
scellé & 125° pendant six heures. Apras essorage des cristau x 
de chlorhydrate de diméthylamine, on traite par HCl pour 
séparer la base des produits neutres; la solution aqueuse qui 
contient le chlorhydrate de la base est traitée par la soude et la 
base, mise en liberté, est extraite 4 l’éther. Aprés avoir séché la 
solution éthérée sur SO‘Na? ou CO*Na?, on chasse l|’éther et on 
distille. 

EK = 210°-215° sous 15 millimétres (majeure partie & 212°). 

Dosage (par HCI N/10 au tournesol) : 


Ree eters eee three tT 224 
Poids de substance, en gramme........... 0,229 
HCl N/I0 caleulé, en centimetres cubes ....... 10,22 
HCl N/10 trouvé,en centimétres cubes. ....... 10,2 


La base est liquide et le chlorhydrate n’a pu étre obtenu 
cristallisé. 


544. 
p-anisidine-diméthylaminopropanol secondaire. 
p-anisidine (PM = 123), en grammes ......2.... 12,3 
Epichlorhydrine (PM = 92), en grammes ........ 9,2 

Alcool absolu, en centimétres cubes. ......... 10 


Laisser quelques jours en contact; par refroidissement et 
grattage, la chlorhydrine cristallise ; on essore et on fait recris- 
talliser dans l’alcool & 50 p. 100. F = 108°. 

Amino-alcool : EK = 218°-223° sous 25 millimétres. F = 73°. 

Dosage : 


JO AG ke eokae Hee oa ates MOA tern arp rer ee an ec iat st Oho 224 
Poids de substance, en gramme .......... 0,2150 
HCl N/10 calculé, en centimétres cubes ...... 9,6 
HCl N/10 trouvé, en centimétres cubes. ...... 9,59 


Le chlorhydrate est récristallisé. F = 114°. 


559. 
o-phénétidine-diméthylaminopropanol secondaire. 
o-phénétidine (PM. =2437) . 22. Sie i wee ei ahoeies 7 
Epichlorhydrine (PM = 92)... 0. 222 ee 9 er 2 


Aprés plusieurs jours de contact, la chlorhydrine cristallise 
par refroidissement. 
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La base cristallise spontanément. Recristallisée dans l’alcool 
en présence d’éther de pétrole. P. F. 82. 


Dosage : 
PME OL SOR Sak Cetera a ee 238 
Poids de substance, en gramme. ...-.-.- +5, 0,127 
HCl N/10 calculé, en centimétres cubes. .....- . aga) 
HCl N/10 trouvé, en centimétres cubes. ...... Re 


Le chlorhydrate n’a pu étre obtenu cristallisé. 


560. 
m-phénétidine-diméthylaminopropanol secondaire. 
m-pmenetidine (PM '==437)i es eeedrceeen cute eee mre shay ea a )al| 
Epichlorhydrine (2 Mi=H02) sean nme ce ates re ter eres hued ggur 


La chlorhydrine n’a pas cristallisé. 
La base distille KE = 220°-225° sous 15 millimétres. 
Dosage : 


jeu Warten et taranc sx dowdy ty yO waka Sao. 238 
Poids de Substance, en gramme... .......~. 0,322 
HCl N/10 calculé, en centimétres cubes. ...... 13,55 


Le chlorhydrate cristallise. F = 123°-124°. 


556. 
o-toluidine-diméthylaminopropanol secondaire. 
o-toluidines(PMp==407) an ria aces ay Cane tee tae 410 gr. 7 
EPIC HOLY ATI y EM. 2) pesos eee ee J er. 2 


La réaction s’opére en abandonnant & I’étuve 4 55° pendant 
vingt-quatre heures. 

La chlorhydrine n’a pas cristallisé. 

La base extraite de la maniére habituelle est distillée. 
E= 205°-210° sous 33 millimetres (liquide). Rendement : 
10 grammes. 


Dosage : 
PM iter, 2). xeMUSIRS, | 35 so Cong eae ae nS, Soe 208 
Poids de substance, en gramme. ...... x) Base 0,238 
HCl N/10 caleulé, en centimétres cubes. ..... . 11,44 
HCl N/10 trouvé, en centimétres cubes ....... AUG) 


Le chlorhydrate n’a pas cristallisé. 
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557. 
m-toluidine-diméthylaminopropanol secondaire. 
ie toluidine (BMi==A0T aye case bene, Cae 40 gr. 7 
Biprchtorhydrines (2M — 92 ae Ure ac ems ure eee 9 gr. 2 


La chlorhydrine n’a pas cristallisé. 
La base distille. KE = 205°-215° sous 32 millimétres (majeure 


partie 4 210°). Rendement : 13 grammes. 
La base cristallise dans !’éther de pétrole. P. F. 66°. 


Dosage : 


NERS te ope ee Sts ogo neae el ge ela Oe ae 208 
Poids de substance, en gramme. .......... 0,185 
HCl N/10 calculé, en centimétres cubes. ...... 8,9 
. HCl N/10 trouvé, en centimétres cubes ....... 8,95 
Le chlorhydrate n’a pas cristallisé. 

547. 
a«-naphtylamine-diméthylaminopropanol secondaire. 
«-naphtylamine (PM = 143), en grammes. ....... 14,3 
Bpichlorhydrine (PM == 92) 7, w.2, 018 > we en ee 8 O52 
Aleool absolu, en centimétres cubes. ......... 30 


La base est mise en liberté de la maniére habituelle et 
extraite & I’éther. Aprés évaporation de I’éther, il reste une 
huile qui cristallise aprés un long repos; on broie avec de 
l’éther anhydre la masse cristalline pour enlever toute trace 
d’huile. Recristallisée dans l’alcool & 50 °/,. P. F. 79. 


Dosage : 


2D Rr ean ent cry lam ele ty Rarer Tie ye | Qh 
Poids de substance, en gramme. .......... 0,135 
HCl N/10 calculé, en centimetres cubes. ...... ae 
HCl N/10. trouvé, en centimétres cubes. ...... 5,4 


Le chlorhydrate est recristallisé dans l’alcool additionné 
d’acétone. F= 162°. 


548. 
3-naphtylamine-diméthylaminopropanol secondaire. 
p-naphtylamine (PM=143),en grammes......-.- 14,3 
Epichlorhydrine (PM = 92), en grammes ......-.-. 9.2 

30 


Acétone, en centimetres cubes. . 0. 2°. 2's) 2 
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Comme dans le cas de l’e-naphtylamine, laisser une semaine 
en contact. 

La base cristallise, on la purifie par broyage avec de l’éther 
anhydre et on la recristallise dans l'alcool. F = 101°-102°. 

Dosage : 


PM oes sce © sb n Ben sie) ot eee eee 244 
Poids de substance, en gramme. ........-. 0,142 
HCl N/10 calculé, en centimétres cubes. ...... 5,8 
HCI N/10 trouvé, en centimétres cubes ....... 5,8 


Le chlorhydrate est recristallisé dans un mélange d’alcool 
et d’acétone. F = 135°. 


549. 
Benzidine-bis-diméthylaminopropanol secondaire. 


4° Chlorhydrine : 


Benzidine (PM = 184), en grammes. ..... wie ta ee aanee 
Epichlorhydrine (PM = 92), en grammes...... eines ere 
Alcool absolu, en centimétres cubes. ......... 40 


Aprés quelques heures de contact, on a un liquide homogéne 
qui se prend en masse. On purifie par l’intermédiaire du chlor- 
hydrate : on dissout la chlorhydrine dans HCI5N, et on préci- 
pite le chlorhydrate par HCl concentré; il se redissout & chaud, 
la solution filtrée avec du noir végétal cristallise par refroidis- 
sement; Je chlorhydrate ainsi obtenu est ensuite recristallisé 
dans l’acétone. 

2° Oxyde d’éthyléne : 


Chlorhydrate de la chlorhydrine, en grammes .-. .... 45 
Alcool absolu, en centimétres cubes. .......... 90 
Soude 40N, en centimétres cubes. ............ 60 


L’oxyde d’éthyléne obtenu est solide. 
3° Amino-alcoo] : 


Oxyde-déthyltne; ‘en’ srammes.) i 7)! 225) See. 45 
Diméthylamine (solution 33 p. 100), en centimétres cubes. 40 


Laisser en contact a la température ordinaire pendant une 
semaine ; extraire la base par |’éther acétique aprés l’avoir 
isolée au moyen de son chlorhydrate. Par évaporation de |’éther 
acétique, la base crislallise lentement. 
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554. 
p-carhoxethylaniline-diméthylaminopropanol secondaire. 


4° Chlorhydrine : 


Anesthésine (p-aminobenzvate d’éthyle) [PM = 165], en 


SPN 6 6 Oo oO 6b cimeth omc ven’ <m cerepra aster en's 66 -b 0 = 8 
Epichlorhydrine (P M= 92), en grammes. ....... 18,4 
Alcool absolu, en centimétres cubes. ....... wpe 130 


Chauffer le mélange au bain-marie & reflux sept heures. 

Le produit obtenu est cristallisé ; recristallisé dans |’alcool 
absolu, il fond a 94°. 

2° Oxyde d’éthyléne : Cristallise par refroidissement. 

3° Amino-alcool : 


Oxyde d’éthyléne, en grammes......... 6 aip-o6) 48 
Diméthylamine (solution 33 p. 100), en centimétres cubes. 25 


Laisser en contact cing jours & la température ordinaire. 

La base est purifiée par l’intermédiaire de son chlorhydrate; 
elle cristallise dans l’alcool additionné d’éther de pétrole. 
F=79°-80°. 

Le chlorhydrate est recristallisé dans l’acétone. F = 152°- 
153°. 


Dosage : 
PME ane. DES a t Peem Pore ET! cs Ae eo eRe 165 
Poids de substance, en gramme........... 0,158 
HCl N/10 calculé, en centimétres cubes. .....°. 5296 
HCl N/10 trouvé, en centimétres cubes ....... 6 

* 562. 

Benzylamine-diméthylaminopropanol secondaire. 
_ Benzylamine (PM = 107), en grammes... . Ree asta 10,7 

Epichlorhydrine (PM= 92), en grammes........ 9,2 
Alcool absolu, en centimétres cubes. ......... eS 


La réaction se fait entre 60° et 70°. Pour l’amorcer il faut, 
en général, porter au bain-marie jusqu’’ 45° environ; a ce 
moment, la température s’éléve seule ; ‘quand elle atteint 70°, 
refroidir jusqu’a 60°; la maintenir entre 60-70° pendant vingt 
minutes environ; alors la température descend d’elle-méme : la 

48 
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réaclion est terminée. Par grattage, la chlorhydrine se prend 
en masse cristalline. F. 72°. 

Elle est chauffée six heures & 145° avec 40 cent. cubes de 
solution benzénique de diméthylamine a 33 p. 100. Lia base est 
distillée dans le vide. E = 173°-175° sous 16 millimétres. 
Rendement : 12 grammes. 

La base est liquide, mais Je chlorhydrate est cristallisé. 
F = 208° (Recristallisé dans l’alcool ‘absolu). 


Dosage : 
PM) pits Keli) £658 Jn ae fad eee ce a eee eR eS 
Poids de substance, en gramme .......... 0,157 
HCl N/410 calculé (dichlorhydrate), en ceritrmétres 
pasesitig!/ biicys Ra. tae WREbERIe soe Gar Gre ise: Fp lee 
HCl N/40 trouvé, en centimétres cubes. ...... 14,9 


564. 
Méthylbenzylamine-diméthylaminopropanol secondaire. 


Méthylbenzylamines(PM— 2h) a eayom seen tau rare UP Nresese aL 
Hpiphlovbydrine (PM = 92) 2 24. 6 ie e ae ie.) | BT 2 


La réaction se fait aux environs de 60° comme dans le cas 
précédent. 

lia chlorhydrine visqueuse est traitée par une solution de 
diméthylamine six heures & 125° en tube scellé. Distiller. 
EK =177° sous 20 millimétres. 

La base est liquide; le chlorhydrate est recristallisé dans 
Valcool absolu. F = 220°. 


Dosage : 
PING) geiciint pees, oe tote coos RP. HOLS SEIS SD AE TEES MAR 
Poids de substance, en gramme ...... achedula, a6 0,210 
HCl N/10 caleulé (dichlorhydrate), en centimétres 
CUBES. cos seis, af el Moion eo) ores cer aereai tec: ey ae 18,9 
HCl N/10 trouvé, en centimetres cubes. ...... 18,5 


577. 
p phénétidine pipérazinopropanol secondaire. 


La chlorhydrine (1 mol.) obtenue par condensation de |’épi- 
chlorhydrine et de la phénétidine est chauffée au bain d’huile 
4 130° pendant six heures avec 6 mol. de pipérazine. Reprendre 
par de eau et concentrer dans le vide pour chasser la pipé- 
razine en ‘exces. Puis extraire au chiloroforme. Distiller. 
Eb = '220°-225° sous 0,5 millimétre. 


C a ce li 
‘ 


ee ae se are hai erNe 


iS a cae a 


Se 


: 
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La hase fond a 75°. Le chlorhydrate recristallisé dans 
Valcool absolu fond a 487°, 


Dosage : 
Be Meo gl 520 cad eel cee aoe a Pe CO ea 281 
Poids de substance, en gramme. ............ 0,264 
HCl N/410 calculé, en centimetres cubes. ...... 9,46 
HCl N/10 trouvé, en centimétres cubes. ...... 9,5 


578. 
Butyloxy-piptrazinepropanol secondaire. 

La chlorhydrine (butyloxychloropropanol) a été préparée et 
décrite par Fourneau et Ribas (1). L’oxyde d’éthyléne, obtenu 
en traitantla chlorhydrine par lasoude, estun liquide bouillant 
& 80-81° sous 33 millimétres. L’amino-alcool a 6té préparé en 
faisant réagir l’oxyde d’éthyléne sur un grand excés de pipé- 
razine. 

Pipérazine (hydrate 4 5 H20) [PM=194]. . . . 97 grammes. 
Oxydedéthyléne (PMi==430).- 9-3 es ee 13 grammes. 


On chauffe au bain d’huile a 130° pour faire fondre Ja pipé- 
razine et on verse peu A peu, en agitant bien, l’oxyde d’éthy- 
léne. On chauffe encore pendant deux heures et on distille 
dans le vide. La base bout 4 185-188° sous 30 millimétres. Elle 
est liquide. Le chlorhydrate recristallisé dans un mélange 
dalcool et d’acétone fond a 108-109°. 


Dosage : 
Mr eos ecm Sik acs edb rininiigs) vedis ic Sith er ReTEe: abel os 216 
Poids de substance, en.gramme. « ~..~ » 6 «+ =) 0,174 
HC] N/10 calculé, en centimétres cubes (pour le 
MONOEMIOVMYCERALC lam N oes Micacs eset’ aa cies 8,05 
HCl N/10 trouvé, en centimétres cubes. ...... 8,2 


BBB. 
p-phénétidine-phénoxypropanol secondaire. 
L’oxyde d’éthyléne correspondant au phénoxy-chloropro- 
panol a été préparé par Lindeman (2), puis par Fourneau (38) : 


Oxyde d’éthyléne (PM = 150)... 2 2. eee 15 grammes. 
p-phénétidine (PM=437) .... +... +5 43 .gn.. 7 


(1) E. Fournsau et I. Bras. Bull. Soc. Ch. F. (4), 39, 1926, p. 1584. 
(2) Linnemann, Ber., 24, 1891, p. 2145. 
(3) J. Ph. et Ch., 1° série, 1910, p. 55. 
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Aprés une journée de contact a la température ordinaire, il 
y a prise en masse; la base recristallisée dans l’alcool absolu 
fond & 103°. 

Dosage d’azote (Kjeldahl) : 


N ‘p.:400 ‘calculésmeieareues = capers oir e-em onms 
N. p. 100 trouver c cucg teenie com eratcit ane 


563. 
p-phénétidine-benzylaminopropanol secondaire. 


La chlorhydrine a déja été citée plus haut (E. Fourneau et 
Ranedo). On chauffe cette chlorhydrine en tube scellé avec de 
la benzylamine en présence d’un peu d’alcool, pendant six 
heures & 130°. On recueille la partie qui distille & 225° sous 
0™"5 et qui cristallise par refroidissement. F = 95°. 

Le chlorhydrate cristallise aussi (alcool + acétone). F = 178°. 

Dosage : 


——— 


PM ceo a vane PRE eb abt el 8 yaar ite . 300 f 

Substance, en oramni. ys a bie abe arb icin) say ioe 0,054 a 

HCl N/40 calculé, en centimétre cube. ....... 1,8 } 

HCl N/10 trouvé, en centimétre cube. ....... 4,8 : 
615. 


Phénoxy-benzylaminopropanol secondaire. 


Oxyde d’éthyléne AR o at (PM = 130), en 


ABV Lo omc oko ao. 0) oh MARAT S oa boo 2 45 
Benzylamine (PM= 107), en grammes - .-%.:. = 5 10,7 
Alcool absolu, en centimétres cubes. .... Satie tec o 10 


Maintenir la température entre 60-70° pendant un quart 
d’heure au minimum. Par refroidissementil y a prise en masse. 
Le produit obtenu est blanc, cristallisé, insoluble dans I’éther. 
F = 78° (cristallisation dans l’acélone). 


Dosage : 
|S Keren Tak SMe I igi CNC Cae calito actie ~ 257 
Substance sen grammican..) saemeas) + sce) Scere 0,418 
HCl N/10 calculé; en centimétres cubes. ...... 46,2 


HCl N/10 trouvé, en centimétres cubes ....... 16,4 
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II 


Série de l’atophan. 


5419. 
Alcool tertiaire correspondant & l’atophan. 


Dans un ballon bien sec muni d’un réfrigérant et d’une 
ampoule & brome, mettre : 


Magnesium iresisy <2 «905 fate fe. 22 Yay Ls 6 gr. 08 
Biher QnnyOrepeso 55s ost see) ee Q. S. pour recouvrir. 


Ajouter peu & peu : 


Bromuresd&éthyle en,grnammess,. or. © git. eae ob 27,25 
Ether anhydre (volume égal), 


Abandonner une demi-heure et ajouter goutte 4 goutte : 


Ether éthylique de l’atophan en grammes ....... Dit 
Ether anhydre (méme volume). 


L’addition provogque l’ébullition du liquide. On termine par 
un chauffage d’une demi-heure au bain-marie. Refroidir. 
Décomposer par de l'eau glacée en présence de chlorure 
d’ammonium jusqu’a disparition de la magnésie. Extraire & 
l’éther. Chasser l’éther. On fait recristalliser le résidu dans 
V’alcool absolu ow il est assez soluble (N° 519). Rendements ! 
41 grammes. F = 147° brut; 153° recristallisé. 


516. 
Ether éthylique du 6-méthylatophan. 


On part de la para-toluidine que l’on transforme en méthyl- 
isatine. P. F. — 176°. Celle-ci est condensée avec l’acétophénone. 
Pour obtenir |’éther éthylique on emploie la méthode connue 
de préparation des éthers de l’atophan (1). Les rendements 
sont bons. P. F. = 80°. 


(A) J. pr. ch. [2] 56, p. 297, 
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547, 
Alcool tertiaire du 6-méthylatophan. 


Préparation analogue a celle du 519. 

Le résidu de l’évaporation de I’éther est une huile qui, reprise 
par le benzene et abandonnée quelques jours a la glaciére, se 
transforme en une masse de fines aiguilles blanches. 


° 5418. 
Ether éthylique du 6-méthoxyatophan. 


La formation de la méthoxy-isatine, & partir de la p-anisi- 
dine, se fait avec de mauvais rendements, du moins pour la 
seconde partie de la réaction : 79 grammes de p-méthoxy- 
isonitroso-acétanilide (P. F. = 184) ne donnent que 17 grammes 
de méthoxy-isatine, que l’on fait recristalliser dans trois fois 
son volume d’acide acétique. Aiguilles rouge foncé. F = 205°. 
Par contre, les rendements sont excellents dans la condensa- 
tion avec l’acétophone (acide 2-phényl-6-métoxycinchoninique, 
P. F. 234), ainsi que dans|’éthérification par !’alcool éthylique. 

Recristallisé dans l’alcool : houppettes d’aiguilles. F = 103° 
brut, recristallisé, 110°. 


520. 
Ether éthylique de Facide 2 (p-aminophényl] cinchoninique. 


IL s’obtient en condensant l’isatine et la p-amino-acétophé- 
none. 

L’acide est purifié par dissolution dans l'eau et HCl & chaud 
et reprécipitation par l’acétate de soude.' 

Beaux cristaux rouges. P. F. = 165°. 

L’éther éthylique se fait. facilement de la maniére habituelle 
et recristallise dans l’alcool en plaquettes jaunes. 


Acide 2 [p-aminophényl] 6-méthoxycinchoninique. 


Condensation’ de la méthoxy-isatime avec la p-amino- 
acétophénone. On fait recristalliser l’acide obtenu dans Vacide 
acétique 4 50 p. 100: fers de lance orangé (insoluble dans 
Valcool absolu). F = 221° (en se décompesant). 
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524. 
Ether éthylique de acide [p-oxyphényl] 2-cimchoninique. 


Condensation de l’isatine avec la p-oxyacétophénone. Par 
neutralisation & l’acide acétique, puis & HCl pour terminer, 
lacide précipite en petits cristaux arrondis jaunes. 

Liéther recristallise dans l’alcool en. fines. aiguilles incolores. 


Ill 
Série du carhostyryle- 


Nous donnons: iei la préparation des produits: de condensa- 
tron de la 2-chloroquinoléine et de ses dérivés 6-chloro ou 
6-méthoxy, avec des bases fortes telles que : éthylénediamine, 
diéthylamine, pipérazine et N-éthyl-méthyléthanol-pipérazine. 


PREPARATION DE LA 2-CHLOROQUINOLEINE. 


‘Le carbostyryle a été obtenu par des méthodes connues : 
1° Nitration de l’acide cinnamique, séparation des dérivés 
ortho et para-nitrés par l'intermédiaire de leurs éthers éthy- 
liques, puis hydrolyse des éthers (1). 
2° Réduction de l’acide o-nitrocinmamique par le sulfate de 
fer et l'ammoniaque. Voici le détail des conditions qui nous 
ont. fourni de bons rendements : 


| Acide o-nitrocinnamique, en grammes ....... 16 
Solution concentrée d’ammoniaque, en centimetres ~ 

A (COMEELS rye < Raga ypu ee Ceci Or ig aire Mam ae 43 

Eau, en. centinétres.cubes. . . 2... oe ew ee es 400. 

Sulfate ferreux pulvérisé, en grammes... .. ew hhh 

B \ Eau, em centimetres cubes ..... 6. we eee es 200. 


On porte A au bain-marie jwsqu’’ ce que tout soit dissous. 

La dissolution de sulfate ferreux s’opére a. feu nu. 

Verser avec précaution A dans B encore bouillant, puis 
ajouter lentement, et en agitant, vivement : 


Solution concentrée d’ammoniaque. .. «.« 4144 grammes. 


(4) Wurtz, 2° supplément, p. 1362, article Colorantes (matieres), indigo. syn- 
thétique. 
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Maintenir |’ébullition encore dix minutes et abandonner une 
demi-heure au. bain-marie bouillant. Essorer sur un grand 
Buchner chaud ; concentrer le filtrat dans le vide et ajouter : 


HG concentrés: <a wine se ee Seas oem em Sacmegee L gouttes. 


On obtient ainsi des cristaux nacrés jaunes de F= 159°. Ren- 
dement : 95 p. 100 (1). 
3° Formation du carbostyryle. 


Acide o-aminocinnamique............-.- 16 gr. 5 
Acide sulfurique (50 °/, en volume). ........ 81 gr. 5 


Chauffer & l’ébullition au réfrigérant ascendant pendant deux 
heures. La dissolution est compléte et la solution est rouge 
foneé. Par refroidissement, ‘le contenu du ballon se prend en 
masse. Essorer. Laver. 

Rendement : 44 grammes (75 p. 100). Aig. transparentes. 
Pe F002) 

4° Transformation du carbostyryle en 2-chloroquinoléine (3). 


CONDENSATION AVEC LES BASES. 


Presque toutes les condensations s’opérant dans des condi- 
tions identiques, nous décrirons la méthode une fois pour 
toutes : 

La chloroquinoléine est mise & réagir avec deux ou trois fois 
la quantité calculée de base en solution benzénique (4), dans 


> 


(1) Trzmann et Oppgrmann (B., 13, 1880, p. 2059) réduisent par le sulfate de 
fer en présence de baryte; le sel de baryum de l’acide aminocinnamique est 
mélé de carbostyryle; Gasriet. B., 15, 1882, p. 2294. 

(2) Tiemann et Oppermann (B., 43, 1880, p. 2070; Bull. Soc. Ch. (2), 1881, p. 404) 
opérent en solution légérement chlorhydrique. La méthode de H. Meyer et 
R. Bren. Mon. f. Ch., 34, 1913, p. 1173 ; Bull. Soc. Ch, (2), 1913, p. 1533 ( Conden- 
sation de l’aldéhyde o-chlorobenzoique avec l’anhydride acétique, puis chauf- 
fage de l’acide chlorocinnamique avec l’ammoniaque en présence de cuivre 
sous pression) et celle de E. de Barry-Barnett. Prep. of Organic Compounds, 
2e édit., p. 254; Ber., 14, 1881, p. 1916 (éther o-nitrocinnamique chauffé avec 
excés de sulfure d’ammoniaque alcoolique) nous ont donné de moins bons 
rendements. 

eh aie et H. Q@srermaimr. B., 45, 1882, p. 332; Bull. Soc. (2), 1882, 
p. 219. 

(4) Pour l’éthylénediamine, on opére sans benzéne avec dix fois Ja quantité 
théorique de base. 
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un tube scellé et chauffée cing a six heures & 135-150°. Filtrer. 
Laver le précipité avec du benzéne. Chasser au bain-marie 
lexcés de base et de benzéne. Reprendre par de |’éther. Extraire 
le produit de condensation, de l’éther, par l’acide chlorhy- 
drique. Précipiter la solution chlorhydrique par de la soude et 
extraire a |’éther. Chasser |’éther, 


Cutoruyprate. — Reprendre le résidu par de l’eau et HCl 
jusqu’ad neutralité au tournesol. Evaporer & sec, et faire recris- 
talliser le plus souvent dans |’alcool, quelquefois dans l’acétone. 


564 et 565. 
Di-chlorhydrate de -2-quinoléine-éthylénediamine 
et 
Di-chlorhydrate de di-2-quinoléine-éthylénediamine. 


CONDENSATION DE. LA 2-CHLOROQUINOLKINE 
AVEC L’ETHYLENEDIAMINE. 


Nous donnons quelques détails particuliers 4 cette opération: 


PEO NOON, Wes 60 66 5 6 eo Bo 0 8 grammes. 
SW neh S Ss Gte a Bo 6 ooo oo 27 grammes. 


Chauffer six heures au bain d’huile avec réfrigérant a reflux. 
Chasser dans le vide la majeure partie de l’éthylénediamine. 
Reprendre par de l’eau et de l’acide chlorhydrique. Tout se 
dissout, puis une partie se précipite que l’on filtre et que l’on 
fait recristalliser dans l‘eau chaude. C’est le dichlorhydrate de 
di-2 -quinoléine-éthylénediamine (N° 565). 

La solution est précipitée par la soude et extraite au chloro- 
forme. On chasse le chloroforme. Le résidu-est repris par l’eau 
et l’acide chlorhydrique (tournesol). Une petite partie de 565 
précipite encore aprés quelques jours de repos. On filtre. La 
solution évaporée a sec fournit un résidu qui, recristallisé dans 
Valcool, donne le dichlorhydrate de 2-quinoléine-éthylénedia- 
mine (N° 564). 

Dosage : 


Giteal culéoo.td ead od Pe cokers SAG 28 c.c. 6 
CUR OUV Ceara wrt otic Merion Ode anak ete ost) o> ited Salis 28 C.e7'25 


~~ 
Ww 
rs 


ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


566. 
Chlorhydrate de diéthylamino-2-quinoléine. 


CONDENSATION DE LA 2-CHLOROQUINOLEINE AVEC LA DIBTHYLAMINE. 


Méthode générale décrite plus haut (p. 732). 

Le chlorhydrate (566), tres soluble dans l’alcool, recristal- 
lise dans l’'acétone: en belles aiguilles bkanches. 

P. F, = 165*-170°. Commence & se décomposer vers 455°. 


583. 
Chlorhydrate de pipérazino -2-quinoléine. 


CONDENSATION DE LA 2-QUINOLELNE. AVEC LA PIPERAZINE (1). 


584. 
Chlorhydrate de N-éthyl-méthyl-éthanol-pipérazino-quinoléine. 


CONDENSATION DE LA 2-QUINOLEINE. AVEC LA N-ETHYL-MRTHYL- 
ETHANOL-PIPERAZINE (2). 


568. 
Chlorhydrate de 2-diethylamino-6 méthoxy-quinoléine. 


PrieaRATION DE LA 2-cHLORO-6-METHOXYQUINOLEINE. 


1° Nitration de la benzaldéhyde (3). 

2° Transformation de la 3-nitrobenzaldéhyde en 3-chloroben- 
zaldéhyde (4). 

3° Nitration de la 3-chlorobenzaldéhyde (5). 

4° Transformation de la 3-chloro-6-nitrobenzaldéhyde en 
acide 3-chloro-6-nitrocinnamique (6). 


(1) Thése de Cu.-E. Barrevet. Presses Universitaires. Paris, 1929, p. 79. 
(2) Thése de Cu.-E. Barrecer. Presses’ Universitaires. Paris, 192%, p. 84. 
(3) Méthode de Tiemann et Luowic. Ber., 15, 1882, p. 2044. 

(4) Erpmann et ScowecutTen. An., 260, 1890, p. 64. Vanino, 513; E1cHEncriiy er 
Erporn. An., 262, 1891, p. 135, décomposent le diazo par CuCl® 4 I’ébullition 
avec de moins bons rendements. 

(5) Ercneneriin ef Emnorn. An., 262, 1894, p. 137. 

(6) Ercuencrin et Ernnoan. An., 262, 1891, p. 153. 
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5° Transformation del’acide 3-chloro-6-nitro-cinnamique en 
acide 3-méthoxy-6-nitrocinnamique (4). 
6° Réduction del’acide 3-méthoxy-6-nitrocinnamique. 


Acide 3-méthoxy-6-nitrocinnamique, en grammes. . 20 

A Hau,en centimetres cubes. =; Sau. a eee ee ¥25, 
Ammoniaque, en centimétres cubes......... 16 

B Sulfate defer, en grammes. .-.... 62.002 180 
) Kau, en centimetres, cubes, : 2... 2 i« nc +e = 250 


Verser A dans B a l’ébullition, puis peu & peu et en agitant : 


ATMMOMIAUCH 4 ay os ee iis Gate. Gos 190 cent. cubes. 


Abandonner quelques instants au bain-marie, filtrer. Le préci- 
pité est repris trois fois de suite par de l'eau bouillante + NH*. 

On concentre au tiersla totalité des eaux-méres, et on pré- 
cipite par HCI (Congo). 

Rendements = 17 grammes (théorique). Batonnets jaunes. 
F. brut 180°. Recristallisé dans Peau chaude = F. 181°. 

7° Transformation de Vacide 3-méthoxy-6-aminocinnamique 
en 6-méthoxy-carbostyryle. 


Acide méthoxy-aminocinnamique ....... 144 grammes. 
Acide sulfurique (50 p. 100 en volume)... .. 70 grammes. 


Chauffer & reflux au bain d’huile pendant six 4 sept heures 
& 150-160°. Par refroidissement, un peu de sulfate de I’acide 
aminométhoxycinnamique précipite que Pon filtre. Les eaux- 
méres additionnées de leur volume d’eau et abandonnées 
plusieurs jours & la glaciére donnent le 6-méthoxycarbostyryle 
qui, recristallisé dans l’acool, fond 4 210°, aprés sublimation 
vers 197° en paillettes bleutées. 

Remarque. — Le méthoxy-carbostyryle (F. 240°) abandonné 
un jour dans un dessiccateur, ne présente plus & ce moment 
les caractéres typiques; au contraire, il fond nettement & 187°. 

Y aurait-il transposition ? 


CH 
Cale Le bail uals le \ 
Gomes Joo 
WA SS X 
F= 187. iy PAOD, 


(2) Excaunertin et Exmnonn. An., 262, 1891, p. 174. 
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8° Transformation du 6-méthoxycarbostyryle en 2-chloro- 
6-méthoxyquinoléine. 


Méthoxycarbostyryle <= 71m © seen 3 gr. 7 
Penta-chlorure de phosphore......... 5 gr. 2 
Oxychlorure de phosphore .........-. 45 grammes. 


Meltre d’abord dans le ballon le méthoxy-carbostyryle; puis, 
l’oxychlorure de phosphore, et introduire le pentachlorure (pesé 
sec), peu & peu. Chauffer au bain-d’huile & 120° huit & dix 
heures. Verser sur eau glacée ; la précipilation est immédiate. 
Extraire a |'éther. 

Rendement : 3 gr. 7. F. 92°. 


CONDENSATION DE LA 2-CHLORO-6-METHOXYQUINOLEINE 
AVEC LA DIETHYLAMINE. 


Méthode générale; mais chauffer seulement trois heures a 
130-140°. 

Chlorhydrate (n° 568). Aiguilles blanches. P. F. =170-175°. 
(Commence & se décomposer vers 160°.) 


567. 
Chlorhydrate de 2-diéthylamino-6-chloro-quinoléine. 


PREPARATION DE LA 2-6-DICHLOROQUINOLEUNE. 


On obtient l’acide 3-chloro-6-nitrocinnamique comme il a été 
décrit au début de la préparation du 568. (4°, 2°, 3°, 4°.) 
5° Réduction de l’acide 3-chloro-6-nitrocinnamique. 


Acide 3-chloro-6-nitrocinnamique, en grammes... 19 
INV CHUCKS A oreidls CUI Gla 1 GeO b 95 6 oc 100 
Ammoniaque, en centimétres cubes. ........ 43 
B Sulfate de ferenv’erammes.! (3.105. 24 Lee foe 44h 
Hau,-enicentimetresieubes .):a gas bce aesasenied ee 200 


Verser A dans B aux environs de 90° et ajouter par petites 
portions : 


AMINO NIAGUCK ate) iets.«,hetys- tie ee eee ae 450 cent. cubes. 


Abandonner un quart d’heure au bain-marie en agitant. 
Filtrer sur filtre tres chaud. Le sel ammoniacal précipité ins- 
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tantanément en beaux hexagones blancs. Reprendre trois fois 
le précipité d’hydrate de fer par de l’eau bouillante + NH. 
Concentrer les filtrats. Par acidification au Congo (HCI), on 
obtient l’acide en aiguilles jaunes : F. 220°. Se sublime en 
aiguilles jaunes vers 180°. 

Rendement : 11 gr. 70 p. 100. 

6° Transformation de l’acide 3-chloro-6-aminocinnamique 
en 6 chlorocarbostyryle. 


Acide chloroaminocinnamique. ........ 40 grammes. 
Acide sulfurique (50 p. 100 en volume) . .. . 50 grammes. 


Chauffer une heure & reflux. Par refroidissement, on obtient 
des aiguilles blanches, que l’on filtre et qu’on lave soigneuse- 
ment. 

Rendement : 8 gr. 5. F. = 256°. (Sublimation aux environs 
de 240°.) Aiguilles blanches. 

Remarque. — Les eaux-méres additionnées de deux ou trois 
fois leur volume d’eau et neutralisées & l’ammoniaque fournis- 
sent un mélange de: 


CH=CH —COOH C7“ 
NH et de 0) , 
OH 
fas KK 
LW N 


d’ow l’on peut récupérer l’acide amino-chlorocinnamique. 
7° Transformation du 6-chlorocarbostyryle en 2-6-dichloro- 
quinoléine. 


Chiorocarbostyryle 27 caer. es) wre sks 8 grammes. 
Pentachlorure de phosphore.......... Md ao) 
Oxychlorure de phosphore..........-. 20 gr. 5 


Dans un ballon bien sec, on introduit d’abord le chloro-car- 
bostyryle, puis l’oxychlorure de phosphore (il n’y a pas de 
dissolution), et enfin, peu & peu, le pentachlorure de phos- 
 phore. Chauffer au bain-d’huile. Aux environs de 80°, Ja réac- 
tion démarre brusquement : modérer le chauffage ; quand elle 
est calmée, porter & 134-140° pendant huit a dix heures. Ver- 
ser sur eau glacée; neutraliser la solution; extraire 4 l’éther. 
Sécher. Chasser l’éther : le résidu est constitué par des aiguil- 
les jaunes que lon fait recristalliser dans l’alcool. 


738 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Rendement apres recristallisation : 5 grammes, F. 156°. 
(Sublimation vers 144°.) 


CONDENSATION DE LA 2-6-DICHLOROQUINOLEINE 
AVEC LA DIETHYLAMINE. 


Méthode générale. Le chlorhydrate se décompose depuis 165° 
et fond & 180° (N° 567). 


by, 


Série dérivant des nitro-chloroquinoléines. 


Afin d’essayer l’action thérapeutique des quinoléines & fonc- 
tion basique forte, nous avons préparé quelques chloroqui- 
noléines, nitrées en ortho ou para par rapport au chlore (1); 
grace & la labilité du chlore dans ces positions, nous avons pu 
les condenser avec l’éthylénediamine. Nous ne décrirons ici 
que ces condensations et les réductions des nitroamino-éthy- 
lamino-quinoléines. 


570 et 576. 
Amino-éthyl:8-amino-5-nitroquinoléine 
et 
Amino-éthyl-diamino-5-8-quinoléine. 


CONDENSATION DE LA 5-NITRO-8-CHLOROQUINOLKINE 
AVEC L’ETHYLENEDIAMINE. 


Nitrochtoroquinoléine >.) <- 2. Sys wate 14 grammes. 
Ethylene diamine 40. .) 07.1 ot ct ated eae 70 grammes. 


Chauffer cing & six heures au bain d’huile & 140°. Chasser 
Yexcés d’éthylénediamine au bain-marie avec un léger vide. 

La base du 570 cristallise dans l’eau en fougéres jaunes. 

Rendements environ 100 p. 100. F. 115°. 

Chlorhydrate. — Dissoudre la base dans de l’eau et HCl. 
Filtrer la légtre impureté. Le chlorhydrate précipite; on 


(1) Pour la préparation de ces chloronitroquinoléines, se reporter a un 


mémoire qui va paraitre dans un numéro du Bulletin de la Société Chimique 
de France. 


l Fd Biotin A i 
Preis We I abd ais 8 tomer Mg 


> 
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le fait recristalliser dans trés peu d’alcool absolu. On 


obtient des aiguilles jaune d’or dont le point de fusion n’est pas 
net; elles se décomposent au-dessus de 220° (N° 570). 
Dosage : 


Clwralenle. 2 ois ec te ate ee ee ee 1). 43,2 p2Tp0 
HOISIURO UNNI 6) scr oat ote Seth RLY ent eco ale 43,2 p. 100 


R&DUCTION ET OBTENTION DU CHLORHYDRATE DE L’AMINO-ETHYL- 
DIAMINO-3-8-QUINOLEINE. 


Ge cblocisdea de l'amino-éthyl- 


A 8-amino-5-nitroquinoléine ... 4 grammes. 
HCl concentré. ....... .. O.S. pour dissoudre. 

PUK Oe ear AY a ee Bebra pi SEF ayant 45 grammes. 
HCAS COMCERUREG | suey ce cre ce cae O. S. pour dissoudre. 


Verser peu & peu A dans B. Lasolution s’échauffe, puis il 
se forme un précipité. On chauffe deux heures au bain-marie. 
On étend fortement d’eau et on fait passer un courant de 
HS jusqu’a ce que tout l’étain soit précipité. Concentrer dans 
le vide. Reprendre le résidu par trés peu d’eau et précipiler par 
Valcoo! absolu. 

Houppettes d’aiguilles. F. 238-240° (1) (N° 576). 


572 et 575. 
Amino-éthyl-7-amino-8-nitroquinoléine 
et 
Amino-éthyl-diamino-8-7-quinoléine. 


CONDENSATION DE LA 7-CHLORO-8-NITROQUINOLEINE 
AVEC L’&THYLENEDIAMINE. 


Nitrochlorequinoléine. ...... ili S128 7 er. 5 
Ethylémediamine.-; . . 0:5 «9+ = «'+)- . .. . 30 grammes. 


La dissolution n’est pas instantanée; il faut chauffer dix 
minutes au bain-marie 4 70°. Abandonner une journée. Chas- 
ser au bain-marie dans le vide |’excés d’éthylénediamine. 
Ajouter Jentement un peu d’eau. Une huile se sépare, puis tout 


(1) Nous remercions M. J. Malti, quia bien voulu se charger de la pré] a- 
ration du 570 et du 576. 
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se redissout; enfin, peua peu, il se forme un précipité d’aiguil- 
les oranges, trés solubles dans l’alcool et légerement hygrosco- 
- piques. 

F. peu net = 135-145°. 

Chlorhydrate. — Dissoudre la base dans HCl & 10 p. 100 jus- 
qu’a légére acidité au Congo. La solution orangée vire au 
jaune. Par addition de trois & quatre fois son volume d’alcool, 
on obtient de belles aiguilles jaunes. F. 240° (N° 572). 


REDUCTION ET OBTENTION DU CHLORHYDRATE DE L’AMINO-ETHYL- 
DIAMINO=7-8-QUINOLEINE. 


Chlorhydrate de l'amino-éthyl- 
\ T-amino-8-nitroquinoléine, en 
A 
prammes 4. (fe ls ase Ora2 
His) diluétece ago} saeey ea aine Q. S. pour dissoudre. 
( SnCF, en grammes. ....... 9 
B ; Eau, encentimétres cubes. ... 16 
2 HCl concentré, en centimetres cubes . . 10 


Verser A dans B. La précipitation est instantanée. Chauffer 
au bain-marie bouillant. Il y a dissolution, puis reprécipita- 
tion immédiate. Abandonner au bain-marie plusieurs heures 
en diluant de trois & quatre fois son volume. Tout se redissout. 
Précipiter l’étain par H?S a la maniére habituelle. Concentrer 
dans le vide. Nous n’avons pas pu faire cristalliser le 575. Le 
produit brut fond mal aux environs de 235° (N° 575). 


596. 
Acide 8-nitroquinoléine-7-arsinique. 


Dans le but de suivre l’influence thérapeutique de l'intro- 
duction de l’arsenic dans la molécule quinoléinique, nous 
avons transformé la 7-chloro-8-nitroquinoléine (matitre pre- 
miére du 572) en 7-amino-8-nitroquinoléine sur laquelle nous 
avons opéré une diazotation suivie d’un Bart. 


1° TRANSFORMATION DE LA 7-CHLORO-8-NITROQNINOLEINE 
EN 7-AMINO-8-NITROQUINOLEINE. 


Chloronitroquinoléine, en grammes .........., 5 
Ammoniaque, en centimétres cubes. ........., 25 
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Chauffer en tube svellé pendant quatre heures vers 160°. 


Faire recristalliser dans l’alcool absolu. Navettes jaunes. 
| igs 


2° Diazoration. Bart Et OBTENTION DE L’ACIDE 8-NITRO-QUINOLEINE 
7-ARSINIQUE. 


Nitroaminoquinoléine, en grammes........... 25 
Eau, en centimétres cubes. .........e.~.... 
HCl 7,6N, en centimétres cubes ............ 25 


Diazoter aux environs de 0° par : 


INitnibend er soudeuDINig ges tesa cm yeee feces ora ee Bator, 3 


Abandonner le diazo une heure & Ja température ordinaire. 


Décomposer en le versant dans une solution maintenue a 
50° de: 


Arsenite de soude, en grammes ........ 6, Guo 1 ye 
Eau, encentimetres’ cubes\: 6.0 (Mer iGo) a oh elie me 42 
Solution saturée de SO‘Cu, en centimétre cube..,.. 1 


Filtrer chaud la trés légére impureté; neutraliser par la 
soude (Congo); filtrer de nouveau et dans la solution refroidie 
des aiguilles jaunes se précipitent que l’on purifie en les dissol- 
vant dans l’eau bouillante additionnée de deux gouttes de les- 
sive de soude et en filtrant avec du noir. Acidifier légérement 
les eaux-méres (Congo). L’acide précipite en bitonnets inco- 
lores. 


Dosage : 
INSKCALCIVIONIE a) ') atime Nabiac =) Bibs Goh. 2 Sere atin 25,4 p. 100 
As trouvé. 2... . sin SUSE EQhlevaNg Gyoo 24,8 p. 100 


Sel de soude, — On dissout l’acide dans |’eau et la soude et 
0: précipite par l’alcool. 
Plaquettes blanches. Dosage : 


NSEC al CUlLC Wats eaeetie tetas elt ats SNdislletas. 20,05 p. 100 
PNSMULOUVE caleba euens Me amtoh vet Oni suich feat: ariel pat cep oh ys 20,14 p. 100 
49 
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573 et 582. 
Aminoéthyl-5-amino-8-nitroquinoléine 
et Aminoéthyl-5-amino-8-aminoquinoléine. 


CONDENSATION DE. LA 8-NITRO-5-CHLOROQUINOLEINE 
AVEC L’ETHYLENEDIAMINE. 


Nitrochloroquinoleine -aea sume ec ens Ta te5 is 
Ethylénediamineis., -enacnt- acme men mt nena 30 grammes. 


Mettre au bain-marie : tout se dissout vers 70°. Abandonner 
deux heures au bain-marie. Le lendemain, prise en masse de 
gros batonnets jaune orangé. On chasse l’excés d’éthyléne- 
diamine au bain-marie et on reprend par un peu d’eau. 

Aiguilles jaunes. F. = 175°. 

Chlorhydrate. — Dissoudre la base dans HCl a 10 p. 100; 
précipiter par l’alcool : Rosaces de losanges jaune-orangé.. 
F = 248-250° (N° 573). 


REDUCTION ET OBTENTION DU CHLORHYDRATE 
DE L AMINO-ETHYL-5 -AMINO-8 - AMINOQUINOLEINE. 


A Base nitrée, en grammes. .... 2,32 
HEC] {Glug fa, 6a Senin, Sie eels Q.S. pour dissoudre. 
SnCP, en-grammeés.... . Sao 
B ) Eau, en centimétres cubes. ... 16 
( HCl concentré, en centimetres cubes . . 10 


Verser A dans B; ona instantanément un précipité (aiguilles. 
jaunes). Porter au bain-marie a 90°. Tout se dissout en dix 
minutes. Etendre fortement d’eau et faire passer un courant 
d’ H’S jusqu’a ce que tout |’étain soit précipité. Concentrer dans 
le vide. Le précipité rouge vif est lavé a l’alcool bouillant. 
Repris par une trace d’eau et reprécipité par l’alcool il donne 
des rosaces de plaquettes blanches. F = 245-2479 (N° 582). 


593. 
Aminoétyhl-5-amino-6-méthoxy-8-nitroquinoléine (4). 


C’est le 573 avec, en plus, un groupement méthoxylé en 6, 
c’est-a-dire dans la position de la quinine. 


(1) Nous remercions M. A. Wancolle qui a bien voulu se charger de la 
préparation du 593. 


‘ 


PREPARATION DE DERIVES EN VUE D’ESSALS THERAPEUTIQUES 743 


Nous sommes partis de l’o-dichlorobenzéne que nous avons 
nitré puis transformé en 4-nitro-2-chloro-{-méthoxybenzéne (1). 


1° Répuction pu 2-cHLORO-4-NITRO-METHOXYBENZENE (2). 


Méthoxychloronitrobenzéne, en grammes .... . gig te eal 
PAR eNeCOMUMELCS CUDCSa ss ~s hs Sevctal- +. cena lee 140 
REriehepOugre Ena CTammes. 1 2 oe deans sees Sinha. 2 
Acide acétique ordinaire, en centimetres cubes... ... 4 


Chauffer & feu nu ‘avec réfrigérant ascendant pendant deux 
heures et demie environ. Diluer avec 700 cent. cubes d’eau 
bouillante. Neutraliser parjune solution de carbonate de soude 
2 N environ jusqu’a légére alcalinité au tournesol. Filtrer trés 
chaud. Reprendre le précipité plusieurs fois par du carbonate 

de soude et de l'eau & |’ébullition. Par refroidissement des 
solutions on obtient des aiguilles blanches. En concentrant les 
eaux-meéres et en les saturant de NaCl on obtient une nouvelle 
quantité de 2-chloro-4-amino-méthoxybenzéne. 

Rendement : 15 grammes (90 p. 100). F= 62°. 


2° ActyLation (3). 


2-chloro-4-aminométhoxybenzéne, en grammes ..... 20 
HAUT CNECeMMMetCeSsCUDES on cnam <n en) ye) ol ears 50 
Anhydride acétique, en grammes 


Chauffer quelques secondes & l’ébullition. Une huile brune 
se précipite qui cristallise par refroidissement en beaux baton- 
nets blancs. 
Rendement : 23 gr. 5. F= 94°. 


3° NITRATION DU 2-CHLORO-4-ACETYLAMINO-METHOXYBENZENE. 


_ Ajouter par petites portions et en ne dépassant pas la tempé- 
rature ordinaire : 
Chloroacétylaminométhoxybenzéne : 23 gr. 2. 
dans : 
Acide sulturique ordinaire 23 cent. cubes. 


(1) Mc Master et C. Maciut. J. Amer. Ch. Soc., novembre 1928, p. 3039 et 3040. 

(2) F. Revervin et F. Ecxaarp. B., 32, 1899, p. 2623, réduisent par 1’étain 
et H Cl. 

(3) F. Reverpin et F. Ecxsarp. B., 32, 1899, 2623. 
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Th4 
La dissolution est longue avant d’étre totale. La solution 
(violet foncé) est versée en minces filets el en agitant dans : 


Acide nitrique a 40° SA ee) eaten erent ton caer ars 8 CaCi od 
Acide Sulfurique-aiG60" ye tet.) roe Ronse ie ene SUGeer 3 


La nitration se fait aux environs de 0°; a la fin, la solution se 
prend en une masse cristalline rosée. On verse le mélange 
dans de l’eau glacée; on essore et on fait recristalliser dans 
l’alcool absolu. Rendement quantitatif. F = 159°. 


4° DeSACETYLATION 
DU 2 CHLORO-4-ACETYLAMINO-5-NITROMETHOXYBENZENE. 


Acétylamino-chloro-nitrométhoxybenzéne, en grammes. 28 
HGWSN, en: centimetres cubes, iis) + denouement 250 


Faire bouillir & reflux une heure. Tout se dissout; la liqueur 
est orangé-rouge. Filtrer sur de la soie le liquide bouillant 
mélangé de noir végétal, reprendre le noir plusieurs fois 
par HCl un peu plus dilué. Rendement : 70 p. 100. F=139° 
(sublimation). 


5° QcInoLéinE DU 2-CHLORO-4-AMINO-5-NITRO-METHOXYBENZENE. 


Chloroaminonitrométhoxybenzéne, en grammes... . 10 
ACIGe AYSINIGUe mene Tani eStats mira sis alsin 6,9 
Glycérine, en. centimetres) Cubes taemaae ert re) p teed eT 


Ajouler peu & peu : 
Acide Sullfurique <q.) <t-o'ue1 te erent ane om Stee 


-Chauffer a reflux huit heures & 130-140°. Verser sur de 
Veau glacée. Neutraliser par la soude (Congo); filtrer le pré- 
cipité obtenu et faire recristalliser dans le benzéne : navettes. 

Rendement : 6 grammes (51 p. 100). F = 204° (sublimation 
partielle vers 195°). 


6° CoNDENSATION DE LA 5-CHLORO-6-MBTHOXY-8-NITROQUINOLEINE 
AVEC L ETHYLENEDIAMINE, 


Quinoléime genee,.7-0 ye eee ee +... 5 grammes. 
Hthylenediamimes os) cou emcee teed keer 20 grammes. 


4 
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Abandonner deux heures au bain-marie. Tout se dissout. 
Chasser l’excés d’éthylénediamine dans le vide. Reprendre par 
de l’eau et chasser l’eau qui entraine ainsi le reste d’éthyléne- 
diamine, Reprendre par peu d’alcool bouillant et filtrer avec 
du noir. Par refroidissement le produit de condensation se pré- 
cipite lentement. 

Chlorhydrate. — Dissoudre dans |’eau et HCl jusqu’d ce que 
la solution commence & virer (du rouge jaune au rouge vio- 
lacé). Ajouter 2.8 3 volumes d’alcool et filtrer rapidement. Par 
refroidissement on oblient de beaux cristaux rouges sans point 
de fusion véritable : ils charbonnent a partir de 210° (N° 593). 


V- 


Amino-méthoxy et amino-ethoxy-quinoléines 
et leurs dérivés arsenicaux. 


587 et 588. 
6-méthoxy-8-aminoquinoléine 
et 
acide 6-méthoxy-8-quinoléine-arsinique. 


4° Ntrration pDE* LA P-METHOXY-ACETANILIDE {(P-ACETYLANISIDINE) 


t 
ET DESACETYLATION 
DE LA 2-NiITRO-4-MGTHOXY-ACETANILIDE OBTENUE (1). . 


Acétylanisidine, en grammes. 9.) . 0. 2 eee se 124 
Acide_acétique, en centimétres cubes . .. . 5. 2.9.5; 500 


La dissolution est compléte. Nitrer vers 12° par un mélange 


Acide nitriquel ay 28°, eniorammes? i) 65) a). 7.) 200. eae 83 
Acide acétique, en centimétres cubes}. ......... 70 


K?Les derniéres portions du ‘mélange nitrant précipitent le 


(1) Hanus. J. praké. Ch., (2), 43, p. 63, nilre par lacide nitrique concentré a 
41 p. 100; A. Scunien. D. R. P., 36.014. FRiEDDLaNDER 1 Pp. 221, action de 
Yammoniaque sur léther mononitrodiméthylique de lhydroquinone; 
F. Reveroiy. B., 29, 1896, p. 2595; F. Reveroin et ve Luc. B. 43, 1910, p. 3461 et 
B., 45, 1912, p. 349, nitrent la benzénesulfonyl-p-anisidine et la nitrotoluéne- 


sulfonyl p-anisidine; ils obtiennent avec cette derniére 70!p. 100 du dérivé 


mono-nitré-3. 
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dérivé nitré. Verser sur [eau glacée. Filtrer, laver. F== 119°. 
Désacétylation. Sans sécher le dérivé nitré, le mettre dans 
un ballon avec : 


DED baa te ne ee uy PT a itd i 800 cent. cubes. 
BOP oerdingire te ere eeeene ees ae 400 cent. cubes. 


et faire bouillir areflux dix minutes. Additionnerde 3-4 volumes 


d’eau. On obtient de superbes aiguilles rouge vif que l’on filtre. 
F= 423°. 
Rendement pour les 2 opérations : 96 grammes (80 p. 100). 


2° QUINOLEINE DE LA 2-NITRO-4-METHOXYANILINE (1). 


Nitroaminoanisol. ... . PRO Mor es obo dcr G 96 grammes. 
Acidevarsiniqueg. wee taste see Cee 80 _ 
ACIGE SUITULIG US. Wea seen sate: ater aS ane 454 — 
GIVCERDICiC ee ouiodod cat- Soin sta checel nies CuRcai ta aes 134 — 


Faire bouillir & reflux sept heures & 140°. Verser sur de 
Veau glacée. Filtrer limpureté. Neutraliser par l’ammoniaque 
(tournesol). On obtient des feuilles de fougere que l’on fait 
recristalliser dans l’alcool (3 litres environ). Concentrer les 
eaux-méres alcooliques & sec. Reprendre le résidu par quelques 
centimétres cubes de benzéne & I’ébullition et filtrer avec du 
noir. Belles aiguilles blanches. F = 159°. 


3° REDUCTION Dz LA 6-METHOXY-NITROQUINOLEINE (2). 


Nitrométhoxyquinoléine, en grammes. ... . PO RCL ee 55 
HC] (50 p. 100 en volume), en centimétres cubes . - 400 
Jip iy athe eeeA GO Ot GO WG oo ale 5 245 


Dissoudre SnCl* dans HCl; ajouter 1’eau puis la quinoléine 
par petites portions en agitant. Lorsqu’il n’y a plus d’échauffe- 
ment spontané on abandonne encore une heure au bain-marie. 
Diluer avec de la glace. Neutraliser par la soude (jusqu’a 


(1) I. G. Scuoremann, Minzzscn et Scuénadrer. D. R.P., 454.730, 34.40.27; 
E.P., 275-271, 1.9.27; Sch. P. 421.343, 1.7.27, Scnuremann fait le Skraup dans les 
mémes conditions en chauffant 4 180° pendant cing heures. F=4154°. 

(2) Mémes références. Les auteurs réduisent aussi par SnCl? et HCl avec 


une heure de chauffage 4 100°, mais ils essorent le sel d’étain. Base : Eb, — 
437° F= 41°; Bayer. E. P., 267.457, 7.9.25. 
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franche alcalinité au tournesol). La solution jaune devient 
verte. Une huile se sépare que l’on extrait & |’éther. Rende- 
ment : 38 grammes (85 p. 100). 

Chlorhydrate. — Reprendre lVhuile par 150 cent. cubes 
d'eau + HCl ordinaire (quantité calculée+-10 p. 100 d’excds), 
chauffer légérement au bain-marie. Filtrer. Dans la solution 
de belles aiguilles jaunes se séparent (N° 587). 


4° Diazoration ET Réaction pvE Bart 
SUR LA 6-METHOXY-8-AMINOQUINOLEINE. 


- Chlorhydrate d’aminométhoxyquinoléine, en grammes. . 40 
Eau, en centimétres cubes... 2... 1 ew eee es 400 


HCl 7,6N, en centimetres cubes. ........42-> 325° 


Diazoter aux environs de 0° par : 


Nitrite de soude 5N. SecGen Bi ee ces « » 41 cent. cubes. 


Laisser remonter la température jusqu’a 10-44°. Verser en 
agitant dans une solution maintenue & 50° de : 


Arsenite de soude, en grammes. .......... Re eat 

Eau, en centimétres cubes ...........+e28. 200 

Solution concentrée de sulfate de Cu, en centimetres 
GUIS eis ace Nate seid ae ca oa tes Bee: sete hop ye pier ae See) 


Abandonner quelque temps au bain-marie bouillant (trois 
heures). Filtrer. Ajouter de la soude jusqu’d neutralité au 
Congo. Filtrer le précipité obtenu. 

Purification. Dissoudre dans une solution de carbonate de 
soude 2 N & chaud et reprécipiter par HCl l’acide arsenical 
en superbes aiguilles blanches. Rendement : 27 grammes. 

Sel de soude. Dissoudre les 27 grammes d’acide dans 
42 c.c. 8 de soude 7,5 N. Passer au noir. Filtrer. Ajouter 
2-3 volumes d’alcool : batonnets blancs en croix ou rosaces. 
Rendement : 34 grammes (N° 588). 

Dosage d’As dans le sel de soude & 3 molécules d’eau. Cal- 
culé ; 20,8. Trouvé 20,8. 


~I 
@ 
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597 et 598. 
6-amino-8-méthoxyquinoléine 
et acide 8-méthoxy-6-quinoléinearsinique. 


1° NirRaTION DE L’0-METHOXYACETANILIDE 
ET DESACETYLATION DE LA 53-NITRO-2-ACETYLANISIDINE OBTENUE (1). 


Nous avons employé les mémes proportions que pour la 
nitration de la p-méthoxyacétanilide. 

Le dérivé nitré cristallise dans l’alcool en prismes incolores. 
F. 154°. | 

Remarque. — La nitration doit s’opérer rigoureusement 
a 10°. Si on nitre & plus haute température ou si l’on change 
la quantité d’acide acétique on obtient des mélanges des dérivés 
para et méta-nitrés. 


Derive para. seceeniens he: dita tel oboe ibnioe ote sae Mehran Lome Oe 
Dérivé méta (aiguille) . . . .-. . ».. Oe RR Bl gene de, ols PA) 


Le dérivé méta étant beaucoup plus soluble dans les solu- 
tions acides, il est indispensable de précipiter le dérivé nitré par 
une grande quantité d'eau (quinze fois le volume de la solution 
acide). Le dérivé méta étant également beaucoup plus soluble 
dans l’alcool, la recristallisation dans ce solvant élimine les 
traces de dérivé méta-nitré. 

La désacétylisation nécessite une demi-heure d ébullition 
avec HCl dilué. On obtient des aiguilles jaunes. F=143°. 


2° QUINOLEINE DE LA 2-MéiTHOXY-4-NITROANILINE. 


Mémes conditions que pour la préparation de 587. On obtient 
des aiguilles jaunes. F—=149°. 


3° RépuUCTION DE LA 6-nITRO-8-METHOXY-QUINOLEINE. 


Conditions identiques a celles du 587, mais extraire a |’ éther 
acétique. 
La base cristallise trés facilement. On la purifie par disso- 


(1) Moraauser. An., 207, 1881, p. 242; MeLpoLa, Wootcoar et Wray. Soc., 69, 
1896, p. 1331; Fabr. Prod. chim. Thann et Mulhouse, D. R. P., 98637. Farrp- 
LANDER, 5, p. 67, 1897-1900. Les auteurs mettent en évidence l’obtention d’un 
mélange des dérivés para et méla par les méthodes décrites dans les pré- 
cédents articles. 


ALS a eV 
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lution dans |’HCl a 10 p. 100 et précipitation par un grand 
excés de soude. F = 168°. 

Le chlorhydrate est extrémement soluble dans l'eau, beau- 
coup moins dans l’alcool. Recristallisé dans l’alcool & 96°, fond 
mal aux environs de 250° (décomposition, n° 597). 


4° Drazoration Et Reaction vE Barr 
SUR LA 6-AMINO-8-METHOXYQUINOLEINE. 


Aminométhoxyquinoléine, en grammes. .........- 9 
Haumenkcentimetres CUDeSiete 0) a a ba alle cuades en eee 25 
HGIA;6N, en centimeétresicubess 2 404 1 4 aldiciine cos 60 


Diazoter aux environs de 0° par : 


Nitribcide,eeudens Nic wyayia witli th dite cures 441 cent. cubes. 
Décom poser en versant dans une solution maintenuea 50° de : 


Arsenite de soude, en grammes... es en oo 20,8 
Eau, en) centimétresicubés.« © 2.65 ste 52d tre 50 
Solution saturée de SO*Cu, en centimétres cubes... 5 


Lorsque la décomposition est terminée, ajouter un excés de 
soude et filtrer les résines. Revenir & la neutralité au Congo et 
concentrer 4 sec. Reprendre par une solution de carbonate de 
soude, filtrer |’acide arsénieux ; abandonner deux jours 4 la 
glaciére. On obtient des aiguilles blanches que l’on purifie en 
les dissolvant dans trés peu d’eau et en les reprécipitant par 
Valcool (n°’'598). . 

600 et 601. 
6-éthoxy-8-amino-quinoléine 
et acide 6-éthoxy-8-quinoléine-arsinique. 

Nous ne donnerons pas le détail des opérations qui sont 
celles décrites pour le 587 en remplacant la p-méthoxyacétani- 
lide par la p-éthoxyacétanilide. 


1° NITRATION DE LA P-&THOXYACKTANILIDE ET DE&SACHTYLATION 
DE LA 2-NITRO-4-GTHOXYACBIANILIDE OBTENUE | (1). 


Le dérivé nitré recristallise dans l’aleool absolu en fines 
aiguilles jaunes. 


(1) Reverpin. B., 29 (1896), p. 2597 a fixé la position du groupement nitré ; 
A. Scuewet, DRP 36.014; Fereptanper, 1, p. 221; M. L. B. DRP, 64.510 ; 
Farepianper, 3, p. 789; M. L. B. DRP 99.338; Frtgptanozr 5, p. 4387. Nitration 
par mélange sulfonitrique. 
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Rendement : 95 p. 100 recristallisé. F = 107°, 
La 2-nitro-4-éthoxyaniline recristallise dans l’alcool en gros 
batonnets orangé-rouge. F = 113°. 


2° QuINOLEINE DE LA 2-nrrRO-4-KTHOXYANILINE (1). 


La quinoléine obtenue fond & 154°. 


3° R&puction DE LA 6-fTHOXY-8-NITROQUINOLKINE. 


La base, extraite 4 |’éther, est une huile qui cristallise facile- 
ment en aiguilles jaunes. Le chlorhydrate (aiguilles jaunes) 
fond assez mal aux environs de 190° (N° 600). Rendement : 
88 p. 100. 


Diazoration Et Réaction D&E Barr 
SUR LA 6-£THOXY-8-AMINOQUINOLEINE. 


6-éthoxy-8-aminoquinoléine, en grammes. ...... 6,66 


Palen centimetres’ CUES. <1 5.116 Ve tcl octet ele) 6 en euissteando 
HCl 7,6N, en centimétres cubes... ce cece eee o 350 


Diazoter aux environs de 0° par : 


Arsenite de soude, €n grammes ......... re 
Eau, en centimétres cubes. . 3. ..... A ee bee 
Solution saturée de SO‘*Cu, en centimétres cubes .... 3 


Alcaliniser par la soude. Filtrer. Revenir & neutralité au 
Congo par HC]. On obtient un précipité gélatineux qui recris- 
tallise dans l’acide acétique & 75 p. 100 en gros batonnets 
blancs. 


SeL bE soups. — Neutraliser l’acide par de la soude aqueuse 
et précipiter le sel de soude par addition d’alcool. Plaquettes 
blanches (n° 601) 


Remarque. — MM. G. Barger, R. Robinson, A. W. Baldwin et leurs éléves 
ont fait paraitre récemment des travaux sur des dérivés des quinoléines 
faits en vue d’essais sur la malaria. Ces travaux portent sur : 1° les dérivés 


(1) 1. G. Scnuremann, Mrerzscu et ScuénuGren. DRP 451.730, 31 octobre 1927; 
I. G. Scnutmann, Migrzscu et Scuénn6rer. EP 275.277, 4° septembre 1927; 
1. G. Scnutmann, Mretzscu et Scuénnorer. Sch. P 121. 343, 4er juillet 1927. 
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de la pyrrolo-quinoléine; 2° les amino-alcoyl-quinoléines (quinoléinium) ; 
3° série de la Plasmochine : 8-aminopropylamino-6-éthoxyquinoléine, etc. ; 
4° Benzimidazolyléthylamine, etc. Les essais thérapeutiques n’avaient pas 
encore été publiés quand nous avons remis notre mémoire a l'imprimeur. 


ERRATUM 


ek Dans notre premier article Contribution a la chimiothérapre 
du paludrsme. — Essais sur la malaria des canaris, lire : acces. 
au lieu de crise tout au long du mémoire. 


INFORMATION | 


I™ CONGRES INTERNATIONAL 
DE MICROBIOLOGIE 


Sous le Haut Patronage de M. le Président de la République 
Paris, 20-25 Juillet 1930 


Président dhonneur: M. le Docteur,ROUX. .« 
Président : M. le Professeur BORDET. 


Le premier Congrés International de ‘Microbiologie, organisé par 
la Société Internationale de Microbiologie, se tiendra @ Paris, a | 


l'Institut Pasteur et au Palais des Congrés, du 20 au 25 juillet 1930. 


—_~7t 


I. — RAPPORTS 


: 
| 


| 
| 


PROGRAMME | 


PREMIERE SECTION : MICROBIOLOGIE MEDICALE ET VETERINAIRE 


1. Variabilité microbienne; phénoménes lytiques. Rapporteurs : — 
MM. J. Bordet, d Hérelle, Ledingham et Arkwright, Max Netsser.' a 


i 


2. Scarlatine (étiologie, prophylaxie, thérapeutique). Rapporteurs : _ 
MM. Cantacuzéne, Debré, Dick, Dochez, Friedemann, Teissier, Zlatogoroff, H 
A. Wadsworth. 


| 3. Eléments filtrables des virus neurotropes (épidémiologie, théra- : 
peutique). Rapporteurs : MM. Levaditi, Netter, Rivers. 


4. Fiévre ondulante et avortement épizootique. Rapportcurs : 
MM. O. Bang, Kling, Rinjard, G. Vernoni. 


5. Pathogénie du choléra. Rapporteur : M. Sanarelli. . 
6. Grippe (étiologie). Rapporteur : M. R. Pfeiffer. bs 


etal 


\ 
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DeuxiEME Section : SEROLOGIE ET IMMUNITE 


1. Lipoides dans l'immunité. Rapporteurs : MM. Belfanti, Sachs. 


2. Culture des tissus. Rapporteurs : MM. Canti, Carrel, Fischer 
Rh. Erdmann. 


3. Groupes sanguins. Rapporteurs : MM. Hirszfeld, Landsteiner, 
Lattés. : 


TROISIEME SECTION : MICROBIOLOGIE AGRICOLE 
1. Immunité chez les plantes. Rapporteur : M. Cardone. 
2. Conférence : Analyse microbiologique du sol : M. Winogradshy. 
QuaTRIEME SEcTION : PROTISTOLOGIE 


1. Spirochétose ictérohémorragique (Maladie de Weil) et Spiroché- 


toses dorigine hydrique. Rapporteur : M. Uhlenhuth. 


2. Spirochétoses sanguines (Tiques). Rapporteur : M. Ch. Nicolle. 


3. Bartonelloses et infections sanguines des animaux splénecto- 
misés. Rapporteur : M. Martin Mayer. 


Il. — CONFERENCES ET DEMONSTRATIONS AU LABORATOIRE 


Conférence : Syphilis expérimentale et immunité : M. Kolle. 


Tuberculose et vaccination antituberculeuse : M. Calmette et ses 
collaborateurs. 


Floculation des sérums thérapeutiques. Vaccination anti-diphté- 
rique : MM. Madsen, Park, Ramon. 


Démonstrations de bactériologie : MM. G. Volpino, Wright. 


Bactériologie médicale: MM. H. Vincent (Collége de France), 
Sacquépée (Val-de-Grace). 


’ Conférences et démonstrations de bactériologie médicale : M. Le- 
mierre et ses collaborateurs (Faculté de Médecine). 


Biologie : M. Fauré-Frémiet (Collége de France). 
Culture des tissus et des tumeurs: MM. Borrel, Canti. 
Fiévre jaune : MM. Aragao, Hindle, Marchoux, Pettit. 
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Culture des protozoaires et physiologie des protozoaires en culture 
pure : M. Mesni/ et ses collaborateurs. 


Bilharziose, culture de trypanosomes, d’amibes et d’helminthes. 
Mycologie : M. Brumpl et ses collaborateurs (Faculté de Médecine). 


Immunité et allergie dans les helminthiases : M. Fit/leborn. 


IH..— COMMISSIONS 


Une Commission s’occupera spécialement des questions de no- 
menclalure; une autre de la rédaction définitive des statuts de la 
Société Internationale de Microbiologie. 


IV. — COMMUNICATIONS 


Les congressistes pourront présenter des communications aux 
conditions suivantes : 

a) Elles devront se rapporter 4 !’un des sujets des rapports. 

6) Elles seront rédigées dans l’une des cing langues suivantes : 
allemand, anglais, espagnol, francais, italien. 

c) Elles ne comprendront aucun historique, mais seulement le 
résumé des recherches personnelles de l’auteur. 

d) Un méme congressiste ne pourra présenter plus de deux commu- 
nications. Des communications collectives pourront étre faites si lun 
des auteurs est présent. 


e) Chaque auteur de communication devra adresser au secrétariat du 


Congrés(4)avant le 4°" juin 1930 le ¢ztre et un résumé de sa communica- 
tion. Ce résumé, d’une étendue de 10 a 15 lignes, est destiné a la Presse. 

- f) Le temps fixé pour chaque communication sera de 10 minutes. 

g) Les auteurs devront mentionner si les communications seront 
accompagnées de projections ou de films cinématographiques. Les 
clichés de projection devront étre de format 8,5 x 40 et le film de la 
dimension « standard » (dans le cas contraire, s entendre directement 
avec le secrétariat). 


V. — HORAIRE 


Dimanche 20 juillet, le secrétariat du Congrés sera ouvert a I’Institut 


Pasteur, 28, rue Dutot, de 14 heures & 18 heures. MM. les Congres- 


sistes sont instamment priés d’y passer pour retirer les papiers qui 


(1) M. R. Dosareic vg La Rivutee, Institut Pasteur, 26, rue Dutot, Paris (XV¢). 
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‘les concernent (particuligrement un programme du Congres portant 
la liste compléte des rapports, conférences, démonstrations, commu- 
nications, visites, etc.). 


Lundi, i 9 heures : Ouverture du Congrés. Allocutions. Visite au 


- tombeau de Pasteur. 


Lundi, 4 14 heures : Rapports et communications. 


Mardi, mercredi, jeudi et vendredi : 1° de 9 heures & 12 heures : 
Démonstrations pratiques au Laboratoire (Institut Pasteur, Faculté de 
Médecine, Faculté de Pharmacie); 2° de 14 heures & 19 heures : Rapports, 
Communications, Discussion. 


Samedi: Excursion. 
Un programme spécial (visite des musées, des monuments de Paris, 
etc.) pour les dames des congressistes est organisé. 


VI. — INSCRIPTIONS 


Les personnes qui désirent prendre part au Congrés devront, quelle 
que soit leur nationalité, adresser directement leur demande et le 
montant de leur cotisation (100 fr. francais) au trésorier du Congres : 
-M. Georges Masson, éditeur, 120, boulevard Saint-Germain, 
Paris (VI°). Compte postal n° 599; télégr. : Gemas-Paris-25. 

Les demandes d’inscription seront regues jusqu’au 5 juzllet 1930. 


Il n'est pas nécessaire, pour s’inscrire, de faire partie de la Société 
Internationale de Microbiologie. 


VII. — VOYAGE ET LOGEMENT 


L’Agence Thos, Cook et Son, en coopération avec la Compagnie 
Internationale des Wagons-Lits, 2, place de la Madeleine, a 
Paris (ainsi que leurs représentants en tous pays), se charge de fournir 
tous renseignements et devis concernant Je déplacement a Paris des 
: Congressistes et de leur fournir les billets de parcours, de. leur réserver 
les chambres dans le genre d’hdtel choisi, etc. 
La Compagnie Nord-Atlantique a bien voulu accorder une remise 
de 20 p. 100 sur le prix de traversée pour toutes ses lignes de naviga- 
tion. Les chemins de fer francais ont accordé une réduction de 50 p. 100 
aux congressistes. S’adresser aux bureaux de l’Agence Cook. 
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Une excursion & Versailles et & la Malmaison est organisée; le 
prix en est de 90 francs tous frais compris. Un banquet par souscrip- 
tion, au prix de 85 francs, aura lieu le 25 juillet 1930. MM. les Con- 
eressistes qui désirent assister soit A |’excursion, soit au banquet, soit 
aux deux, peuvent adresser Jes sommes correspondantes au Trésorier 
en méme temps que le prix de leur inscription au Congrés. Les dames 


sont admises. L’inscription au banquel ou & l’excursion est facultative. 


Secrétariat général. — Pour les pays de langues latine et slave : R. DUJARRIC DE LA RIVIERE, 
Institut Pasteur, 28, Rue Dutot, Paris (XV*); pour les pays de langue allemande : Professeur 
GILDEMEISTER, Reichgesundheitsamt, Berlin’ Dahlem); pour les pays de langue anglaise : 
Dt Harry PLOTZ, Institut Pasteur, Paris. 


Pays ayant déja adhéré ala Société Internationale de Microbiologie et ow existent des Comités 
nationauz : Allemagne, Angleterre, Argentine, Autriche, Belgique, Brésil, Bulgarie, Chine, Dane- 
mark, Espagne, Etats-Unis d’Amérique, France, Gréce, Hollande, Hongrie, Inde, Italie, Japon, 
Pologne, Norvége, Portugal, Roumanie, Suéde, Suisse, Tchéco-Slovaquie, U. R. 8. S., Yougo-Slavie. 
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